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^ (54) Title: ANTAGONISTS IL-15 

(54) Bezeichnung: IL-15 ANTAGONISTEN 

m 

^5 (57) Abstract: The invention relates to fusion proteins consisting of a wild-type IL-15 and a IgG-Fc fragment, apart from a mouse 
^-j. IgG2b fragment, nucleic acids encoding said proteins, vectors, modified cells, and also to the use thereof for preparing drugs which 
are used, for example for preventing and/or curing disorders resulting from a transplantation and/or autoimmune diseases. 

(57) Zusammenfassung: Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Fusionsproteine aus einem WiIdtyp-IL-15 und einem 
^5 IgG-Fc-Fragment, mit Ausnahme eines murinen IgG2b-Fc-Fragmentes, Nukleinsaure die fiir diese Proteine kodieren, Vektoren, 

transformierte Zellen und deren Verwendung zur Herstellung von Medikamenten, beispielsweise zur Prophylaxe und/oder Therapie 
)^ von Transplantationsfolgeerkrankungen und/oder Autoimmunerkrankungen. 
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IL-15 Antagonisten 

Die Erfindung betrifft Fusionsproteine aus einem Wildtyp-IL-15 und einem IgG- 
Fc-Fragment sowie ihre Herstellung und Verwendung zur Inhibierung von Im- 
munreaktionen und zur Prophylaxe und/oder Therapie vori Transplantationsfolge- 
und/oder Autoimmunerkrankungen. 

5 

Eine effektive Immunantwort wird durch die Aktivierung von T-Zellen des Im- 
munsystems, die durch ein Antigen oder Mitogen ausgelost wird, eingeleitet. Die 
Aktivierung der T-Zellen erfordert zahlreiche zellulare Veranderungen, hierzu 
gehSren z.B. die Expression von Cytokinen und deren Rezeptoren. Zu diesen Cy- 
10 tokinen gehoren unter anderem DL-15 und EL-2. 



IL-15 und JL-2 sind bekannte Wachstumsfaktoren, die eine signifikante Rolle 
spielen in der Proliferation und Differenzierung von humanen und murinen T- 
Zellen, Makrophagen, natiirlichen Killer (NK)-Zellen, cytotoxischen T-Zellen 
15 (CTL), Lymphozyt-aktivierten Killer (LAK)-Zellen sowie in der Kostimulation 
von B-Zellen, die beispielsweise durch anti-Immunoglobulin (anti-IgM) oder 
Phorbolester aktiviert worden sind. Die Proliferation dieser Zellen verstarkt die 
Immunantwort eines Organismus. 



20 IL-15 wurde erstmals als ein sekretorisches Cytokin beschrieben, das die Prolife- 
ration von EL-2 abh'angigen murinen cytotoxischen T-Zellen (CTLL-2) induziert. 
IL-15 wurde als ein 162 Aminosauren langes Vorlauferprotein mit einer Leader- 
Sequenz von 48 Aminosauren, also einem reifen Protein von 114 Aminosauren 
Lange, charakterisiert (Grabstein et al M (1994) Science 264(5 16 1):965-8). 

25 

IL-15 wird in Epithel- und Fibroblast-Zelllinien sowie Monocyten des peripheren 
Blutes gebildet. Seine spezifische mRNA wurde ebenfalls in Plazenta, Skelett- 
muskeln und Nieren gefunden (Grabstein et al., supra) 

30 Neben den gemeinsamen biologischen Eigenschaften, besitzen IL-15 und BL-2 
ebenfalls homologe Strukturen. Beide Molekiile binden an mindestens drei ge- 
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trennte Rezeptor-Untereinheiten auf der Membran von T-Zellen, wobei der beta- 
und der gamma-Untereinheit-Komplex iiber den die Signaltransduktion erfolgt 
derselbe ist, wahrend die alpha-Untereinheit spezifisch fur die Bindung von IL-15 
bzw. IL-2 ist. Es konnte festgestellt werden, dass gegen die alpha-Untereinheit des 
IL-2 Rezeptors gerichtete Antikorper keinen Effekt auf die IL-15 Bindung an sei- 
ne spezifische alpha-Untereinheit ausiiben (Grabstein et al., supra), wohingegen 
Antikorper, die gegen die beta-Untereinheit des IL-2 Rezeptors gerichtet waren, 
die Aktivitat von IL-15 blockieren (Giri et aL, (1994) EMBO J., 13:2822). Uber 
die beta- und gamma-Untereinheiten von IL-15 erfolgt die Signaltransduktion. 



Bei zahlreichen Krankheiten ist es aus therapeutischen Griinden erforderlich, eine 
Antwort des Immunsystems des Patients zu supprimieren. Hierzu gehoren bei- 
spielsweise Autoimmunkrankheiten, insbesondere Diabetes mellitus Typ I (Bot- 
tazzo, G. F., et al., (1985) N Engl J Med 1 13:353), rheumatische Arthritis, Multip- 
15 le Sklerose, chronische Lebererkrankungen, entziindliche Darmerkrankungen, 
Transplantat-anti-Wirt-Krankheit (graft-versus-host disease [GVHD]) und Trans- 
plantat-Abstofiung (Sakai et al., (1998) Gastroenterology, 114(6): 1237-1243; Ki- 
visakketal., (1998) Clin Exp Immunol, 1 1 1(1): 193197). 

20 Werden immunkompetente Zellen von einem genetisch nicht identischen Orga- 
nismus iibertragen, so kommt es zur Reaktion dieser Zellen gegen den Empfan- 
gerorganismus (GVHD) (Janeway C.A. u. Travers P., Spektrum-Verlag, deutsche 
Auflagel995 S. 467). 



25 Fur viele lebensbedrohende Krankheiten ist die Transplantation von Organen oder 
Geweben zur Standardmethode und in zahlreichen Fallen zur einzig lebensretten- 
den Behandlung geworden. Schwierigkeiten gibt es jedoch im Hinblick auf Ab- 
stofiungsreaktionen des Emp^ngerorganismus, die durch Immunantworten auf die 
fremden Zelloberflachen-Antigene des Transplantats hervorgerufen werden. 3 
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Bei einer Transplantation ist der Grad einer TransplantatabstoBung von dem 
AusmaB der histogenetischen Differenz zwischen Spender und Empfanger (Histo- 
kompatibilitat) abhangig. Unterschiede im Antigenmuster von Spender- und Emp- 
fangerorganismus rufen in letzterem eine Immunreaktion, resultierend in einer 
AbstoBungsreaktion, gegen das Transplantat hervor. Die AbstoBung eines Trans- 
plantates findet sowohl durch humorale als auch zellulare Reaktionen statt. Hu- 
morale Effektoren sind Antikorper unterschiedlicher Spezifitat, wie z.B. Antikor- 
per-abhangige zellvermittelte Cytotoxitat und Antikorper gegen Strukturen des 
Spender-HLA-Systems. Zellulare Effektoren stellen insbesondere cytotoxische T- 
Zellen in Verbindung mit u.a. Makrophagen dar (Immunologic, Janeway C.A. u. 
Travers P., Spektrum-Verlag, deutsche Auflage 1995 S. 522-8). 



Ein Therapieansatz ist es, die humorale bzw. zellulare Immunantwort durch Im- 
munsuppressiya, insbesondere antagonistische IL-15 bzw. IL-2- Antikorper bzw. 
15 IL- 1 5 bzw. IL-2 Antagonisten zu supprimieren. 

Verschiedene Therapien unter Verwendung von Antikorpern gegen IL-15 bzw. 
IL-2 Molekule sind beschrieben worden. So konnte beispielsweise die verlangerte 
Uberlebensdauer eines allotransplantierten Primatenherzen durch die Verabrei- 
20 chung des monoklonalen Antikorpers anti-IL-2R.beta (Mik.beta-1) erreicht wer- 
den (Tinubu et al., (1994) J Immunol. 153:4330). Weiterhin wurde eine Blockie- 
rung der TransplantatabstoBung durch monoklonale Antikorper, die gegen das T- 
Zell spezifische Antigen CD3 gerichtet waren, beschrieben (Mackie et al., (1990) 
Transplantation 49: 1150). 

25 

Des weiteren sind zahlreiche IL-15 Antagonisten beschrieben worden, die das 
Bindungsverhalten von IL-15 an seinen Rezeptor verandem. Diese Antagonisten 
wurden durch Einfuhrung von Mutation(en) in die Sequenz des Wildtyp-IL-15 
erzielt. So wurde beispielsweise eine Mutation an der Aminosaureposition 56 
30 (Aspartat) [Position 8 nach Abspalten der Leader-Sequenz] beschrieben, durch die 
zwar eine Bindung an die alpha-Untereinheit des IL-15 Rezeptors erfolgte, jedoch 
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die Bindung an die beta-Untereinheit verhindert wurde (WO 96/26274). In einern 
anderen Ansatz wurde durch eine Mutation an der Aminosaureposition 156 (Glu- 
tamin) [Position 108 nach Abspalten der Leader-Sequenz] die Interaktion mit der 
gamma-Untereinheit inhibiert (WO 96/26274; WO 97/41232). Weiterhin wurde 
5 durch PEGyliertes IL-15 eine Bindung an die alpha-Untereinheit ermoglicht. Aus 
sterischen Grunden war jedoch eine Bindung an die beta-Untereinheit nicht mehr 
moglich (Pettit et al., (1997) J Biol Chem, 272 4: 2312-2318). 

Bei den beschriebenen IL-15 Antagonisten handelt es sich um mutierte IL-15 
10 (mut-IL-15) Sequenzen, die entweder fiir sich oder als Fusionsprotein antagonisti- 
sche Wirkungen erzielten. Derartige Fusionsproteine sind Polypeptide, bestehend 
aus einem N-terminalen rnut-IL-15-Fragment und einem C-tenninalen Fc- 
Fragment, insbesondere einem murinen IgG2a oder humanen IgGl (WO 
97/41232; Kim et al., (1998) J Immunol., 160:5742-5748). 

15 

Unter einem Fc (Fragment crystallizable) -Fragment ist das Fragment eines Anti- 
korpers zu verstehen, das keine Antigene bindet. Die beiden weiteren identischen 
Fab (Fragmentantigen binding) -Fragmente eines Antikorpers haben antigenbin- 
dende Aktivitat (Immunologic, Janeway C.A. u. Travers P., Deutsche Auflage 
20 (1995), S. 1 17 und folgende). 

Nachteil dieser mutierten IL-15 Molekule ist jedoch, dass sie gegeniiber dem 
Wildtyp-IL-15 eine veranderte Primar-, Sekundar- und Tertiarstruktur besitzen 
und dadurch abweichende Degradationspunkte aufweisen, so dass Degradations- 
25 produkte auftreten, die in den Zellen natiirlicherweise nicht vorkommen, und die 
toxische Wirkung in dem Organismus entfalten konnen. Art und AusmaB derarti- 
ger und anderer Nebenwirkungen sind im Detail nicht absehbar. 

Weiterer Nachteil ist, dass Patienten, die Transplantate in sich tragen, diese in der 
30 Regel Zeit ihres Lebens behalten, so dass sie lebenslang auf die Einnahme von 
Immunsupressiva angewiesen sind. Vor allem dadurch, dass nur iinzureichende 
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Erkenntnisse iiber die Nebenwirkungen der Langzeiteinnahme solcher Immun- 
supressiva vorliegen, besteht dringender Bedarf, diese Nebenwirkungen auszu- 
schlieBen oder mindestens einzuschranken. 

5 Nachgewiesen wurde bei der Verabreichung immunsuppressiver Komponenten, 
wie Cyclosporine A, FK506 und Rapamycin, dass diese Agenzien die Proliferati- 
on von T-Zellen insgesamt inhibieren (Penn, (1991) Transplant Proc, 23:1101; 
Beveridge et al., (1984) Lancet 1:788). 

10 Ein grolier Nachteil ist, dass die in der Regel systernische Verabreichung solcher 
Immunsuppressiva zur Verteilung derselben im gesamten Organismus fiihrt und 
nicht die lokale Prasenz am Ort des/der transplantierten Zellen, Gewebes oder 
Organs gewahrleistet Die Inhibierung der T-Zellproliferation im gesamten Orga- 
nismus kann jedoch Infektionen, toxische Abbauprodukte oder sogar Krebs her- 

15 vorrufen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein Immunsupressivum herzu- 
stellen, das keine bzw. kaum Nebenwirkungen in einem Organismus entfaltet, in 
welchem eine Immunantwort inhibiert werden soil. 

20 

Es ist bekannt, dass mutierte IL-15 Molekule oder Fusionsproteine, bestehend aus 
einem mut-IL-15 und einem Fc-Fragment eine antagonistische Wirkung auf IL- 
15 entfalten, indem sie das Rezeptorbindungsverhalten inhibieren oder verandern. 

25 Vollig uberraschend war allerdings, dass auch ein Fusionsprotein, bestehend aus 
einem N-terrninalen Wildtyp-IL-15 und einem C-terminalen Fc-Fragment, insbe- 
sondere einem murinen IgG2a, ebenfalls eine antagonistische Wirkung entfaltet, 
obwohl an sich eine agonistische Wirkung zu erwarten ware. Lediglich durch das 
Anfiigen eines Fc-Fragments an ein naturlich vorkommendes, im Normalfall ein 

30 immunstimulierendes IL-15 Molekul konnte der Wirkmechanismus, umgekehrt 
werden, also die Inhibierung einer Immunantwort erreicht werden. 
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Uberraschend war diese Erkenntnis gerade deshalb, weil bei der Annahme einer 
natiirlichen Faltung des Wildtyp-IL-15-Abschnitts des Fusionsproteins nicht da- 
von auszugehen war, dass das Rezeptorbindungsverhaltea allein durch das ange- 
5 fiigte Fc-Fragment derart veranderbar ist, dass das gesarnte Molekul Wildtyp-IL- 
15-Fc antagonistische Wirkung zum Wildtyp-IL-15 entfaltet 



Ein Gegenstand der Erfindung ist daher ein Fusionsprotein ans einerseits einem 
Wildtyp-IL-15 und andererseits einem IgG-Fc-Fragment, mit Ausnahme eines 
10 murinen IgG2b-Fc-Fragments. 



Unter einem Fusionsprotein gemaB der vorliegenden Erfindung ist das Expressi- 
onsprodukt eines fusionierten Gens zu verstehen. Ein fusioniertes Gen entsteht 
aus der Verkniipfung zweier oder mehrerer Gene oder Genfragmente, wodurch 
1 5 eine neue Kombination entsteht. 



20 



Unter einem Wildtyp-IL-15 gemaB der vorliegenden Erfindung wird das natiirlich 
vorkommende IL-15 verstanden, wie beispielsweise in Grabstein et al., (1994) 
Science 264(5 161):965-8 beschrieben oder allelischen Varianten davon. 



Unter einem Fc(Fragment crystallizable)-Fragment ist das Fragment eines Anti- 
korpers zu verstehen, das keine Antigene bindet, beispielsweise ein Antikorper- 
molekul, dem die variablen Domanen fehlten, oder auch teilweise oder vollstandig 
die erste konstante Domane der schweren und leichten Ketten. Das Fc-Fragment 
25 kann aus natiirlicher Quelle stammen, rekombinant hergestellt werden und/oder 
synthetisiert werden. Entsprechende Methoden sind dem Fachmann bekannt. 

Bei dem Fc-Fragment des erfindungsgemaBen Fusionsproteins handelt es sich um 
ein ImmunglobulinG (IgG) und zwar um ein humanes oder murines IgGl, ein 
30 humanes IgG2, ein murines IgG2a, ein humanes oder murines IgG3 oder ein hu- 
manes IgG4, vorzugsweise um ein humanes IgGl oder ein murines IgG2a, insbe- 
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sondere um ein IgGL Vorzugsweise wurden die IgG's ab der Hinge-Region ver- 
wendet. Als Hinge-Region wird die flexible Region im Ig-Molekul bezeichnet 

Unter erfindungsgemafien IgG's sind beispielsweise folgende beschriebene IgG^s 
5 zu verstehen: 

humanes IgGl (Paterson, T. et al., (1998), Immunotechnology 4(l):37-47, mur- 
ines IgG2a (Sikorav, J.L., (1980), Nuleic Acids Res. 8(14):3 143-3 155), murines 
IgGl (French et al., (1991), J. Immunol. 1 46(6) :20 10-20 16, humanes IgG2 (Kra- 
winkel, U. und Rabbitts, T.H.., (1982), EMBO J. l(4):403-407; Wang et al., 
10 (1980), J. Immunol. 125(3):1048-1054), murines IgG2b (Schlomchik, MI, 
(1987), Nature 328, 805-811), humanes IgG3 (Huck, S. et al., (1986), Nucleic 
Acids Res. 14(4):1779-1789), murines IgG3 (Wels et al., (1984), EMBO J., 
3(9):2041-2046) und humanes IgG4 (Pink et al., (1970), Biochem. J., 117(1):33- 
47) beschrieben worden. 

15 

Vorzugsweise ist das erfindungsgemaBe Fusionsprotein ein chimares Fusionspro- 
tein, beispielsweise enthaltend ein Wildtyp-IL-15 und ein hetereologes IgGl-Fc- 
Fragment oder ein hetereologes IgG2a-Fc-Fragment. 

20 In bevorzugten Ausfiihrungsformen umfasst das erfindungsgemaBe Fusionsprote- 
in die Aminosauresequenzen SEQ ID NO:l, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3 SEQ 
ID NO:4 oder SEQ ID NO:5. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft eine Nukleinsaure, die fur ein Fu- 
25 sionsprotein kodiert, das einerseits ein Wildtyp-IL-15 und andererseits ein IgG- 
Fc-Fragment, mit Ausnahme eines murinen IgG2b-Fc-Fragments, enthalt. 

Vorzugsweise kodiert die erfindungsgemaBe Nukleinsaure fur ein Wildtyp-IL-15 
und ein humanes oder murines IgGl, ein humanes IgG2, ein murines IgG2a, ein 
30 humanes oder murines IgG3 oder ein humanes IgG4, besonders bevorzugt fur ein 
humanes IgGl oder ein murines IgG2a, am bevorzugtesten fur ein IgGl. 



2004O35622A2 I > 



WO 2004/035622 



PCT/CH2003/000666 



Bevorzugt kodiert die erfindungsgemaBe Nukleinsaure ein Fusionsprotein mit 
einer der Aminosauresequenzen SEQ ID NO:l, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3 
SEQ ID NO:4 oder SEQ ID NO:5. 

In bevorzugten Ausfiihrungsformen enthalt die erfindungsgemaBe Nukleinsaure 
die DNA-Sequenzen SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9 
oder SEQ ID NO: 10. 



10 Unter einer Nukleinsaure im Sinne der vorliegenden Erfindung versteht man eine 
RNA oder DNA, insbesondere genomische DNA, cDNA oder synthetische DNA, 
die beispielsweise auf Phosphoramidierungsebene synthetisiert wurde. Ebenfalls' 
sind Kombinationen und/oder Modifikationen von Nukleotiden dieser Nuklein- 
sauren umfasst. Weiterhin umfasst dieser Begriff einzel- und doppelstrangige 

15 Nukleinsauren. 

Ebenso umfasst sind Nukleinsauren, die funktionell verkniipfte Komponenten 
beinhalten, beispielsweise ein oder mehrere fusionierte Gene oder aktive Teile 
davon kodierend fur ein oder mehrere erfindungsgemaBe Fusionsproteine sowie 
20 regulierbare Elemente und/oder regulative Nukleotidsequenzen, die die Expressi- 
on des/der Gene mengenmaBig und/oder zeitabhangig beeinflussen. 

Regulierbare Elemente sind beispielsweise Promotoren fur die konstitutive oder 
zell- bzw. gewebsspezifische Expression. 

25 

Regulative Nukleotidsequenzen umfassen beispielsweise Leadersequenzen, Poly- 
adenylierungssequenzen, z.B. ein SV40-Polyadenylierungssignal, Enhancerse- 
quenzen, IRES-Sequenzen und Introns. 

30 Bevorzugte Leadersequenzen der vorliegenden Erfindungen sind beispielsweise 
die nachfolgend aufgefiihrten: 



4 
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I gk-Leader. 

5 ' - ATGG AG AC AG AC AC ACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGGTTCC 
AGGTTCCACTGGTGAC -3\ 

5 

CD5-Leader: 

5 ' _ ATGCCC ATGGGGTCTCTGC AACCGCTGGCC ACCTTGT ACCTGCTGGG 
G ATGCTGGTCGCTTCCTGCCTCGG A-3 ' , 

10 CD4-Leader: 

5 ' -ATG A ACCGGGGAGTCCCTTTT AGGC ACTTGCTTCTGGTGCTGC AACT 
GGCGCTCCTCCC AGC AGCCACTC AGGG A-3 , 

TL-2-Leader: 

1 5 5 ' - ATGTAC AGG ATGC AACTCCTGTCTTGCATTGC ACT AAGTCTTGC ACT 
TGTC AC AAAC AGT-3 ' , 



20 MCP-Leader: 

5'.TGAAAGTCTCTGCCGCCCTTCTGTGCCTGCTGCTCATAGCAGCCACC 
TTC ATTCCCC AAGGGCTCGCT-3 " , 

lnir7.er nativer TL-1 5-Leader: 
25 5 * _ ATGTCTTCATTTTGGGCTGTTTC AGTGC AGGGCTTCCTAA-3 ' 

lan der nativer TT.-1 5-Leader: 

ATGAGAATTTCGAAACCACATTTGAGAAGTATTTCCATCCAGTGCTACTTGTGTT 
TACTTCTAAACAGTCATTTTCTAACTGAAGCTGGCATTCATGTCTTCATTTTGGG 
30 CTGTTTCAGTGCAGGGCTTCCTAAAACAGAAGCC 
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Die Komponenten sind funktionell verkniipft, wenn sie derart verbunden sind, 
dass unter dem Einfluss der Transkriptionsregulation die Sequenz(en) der bzw. 
des enthaltenen Gene bzw. Gens transkribiert werden bzw. wird. 

5 Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Vektor, der mindestens eine erfin- 
dungsgemaBe Nukleinsaure enthalt. 

Vektoren im Sinne der vorliegenden Erfindung konnen Plasrnide, Shuttle- 
Vektoren, Phagemide, Cosmide, adenovirale Vektoren, retrovirale Vektoren, Ex- 
10 pressionsvektoren und gentherapeutisch wirksame Vektoren sein. 

Expressionsvektoren im Sinne der vorliegenden Erfindung umfassen mindestens 
eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure, mindestens ein Translations-Initiations-. 
Signal, ein Translations-Terminations-Signal und/oder ein Polyadenylisierungs- 
1 5 Signal zur Expression in Eukaryoten. 

Kommerziell erhaltliche Expressionsvektoren, insbesondere zur Expression in 
Saugetierzellen, beispielsweise pIRES (Fa. Clontech, Palo Alto, USA), pCI-neo 
Vektor (Fa. Promega, Madison, USA), pCMV-Script (Fa. Stratagene, La Jolla, 
20 USA) und pCDNA Vektor (Fa. Invitrogen, Paisley, UK), sind zum Einbau der 
erfindungsgemaBen NS geeignet. 

ErfindungsgemaBe gentherapeutisch wirksame Vektoren sind zum Beispiel Vi- 
rusvektoren, beispielsweise Adenovirus-Vektoren, retrovirale Vektoren oder Vek- 
25 toren, die auf Replikons von RNA Viren beruhen (Lindemann et al., 1997, Mol. 
Med. 3: 466-76; Springer et al., 1998, Mol. Cell. 2: 549-58; Khromykh, 2000, 
Curr. Opin. MoL Ther.; 2: 555-69). 
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Gentherapeutisch wirksame Vektoren lassen sich auch dadurch erhalten, dass man 
die erfindungsgemaBen Nukleinsaure-Fragmente mit Liposomen komplexiert. Bei 
der Lipofektion werden kleine unilamellare Vesikel aus kationischen Lipiden 
durch Ultraschallbehandlung der Liposomensuspension hergestellt. Die DNA 
wird ionisch auf der Oberflache der Liposomen gebunden, und zwar in einem sol- 
chen Verhaltnis, dass eine positive Nettoladung verbleibt und die Plasmid-DNA 
zu 100% von den Liposomen komplexiert wird. Neben den Lipidmischungen 
DOTMA (l,2-dioleyloxypropyl-3-trimethylammoniumbromid) und DPOE (diole- 
oxylphosphatidylethanolamin) wurden inzwischen zahlreiche neue Lipidformulie- 
rungen synthetisiert und auf ihre Transfektionseffizienz bei verschiedenen Zellli- 
nien getestet. (Behr et al. 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 6982-6986; Gao 
und Huang, 1991, Biochem. Biophys. Acta 1189, 195-203; Feigner et al. 1994, J. 
Biol. Chem. 269, 2550-2561). Beispiele der neuen Lipidformulierungen sind 
DOT AP N-[l -(2,3-dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethyl-ammoniumethyl-sulfat 
oder DOGS (TRANSFECTAM; diocta-decylamidoglycylspermin). Hilfsstoffe, 
die den Transport von Nukleinsauren in die Zellen erhohen, konnen beispielswei- 
se Proteine oder Peptide, die an DNA gebunden sind oder synthetische Peptid- 
DNA-Molekule, die den Transport der Nukleinsaure in den Kern der Zell ermog- 
lichen, sein (Schwartz et al., 1999, Gene Therapy 6: 282; Branden et al. 1999, 
Nature Biotechs. 17: 784). Hilfsstoffe umfassen auch Molekiile, die die Freiset- 
zung von Nukleinsauren in das Zytoplasma der Zelle ermoglichen (Planck et al., 
1994, J. Biol. Chem. 269, 12918; Kichler et al., 1997, Bioconj. Chem. 8, 213) 
oder beispielsweise Liposomen (Uhlmann und Peimann, 1990, Chem. Rev. 90, 
544). 

Bin Gegenstand der Erfindung ist eine Zelle, die mindestens eine erfindungsge- 
maBe Nukleinsaure und/oder mindestens einen erfindungsgemaBen Vektor ent- 
halt. . 
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Bevorzugt handelt es sich bei dieser Zelle urn eine Vorlauferzelle, eine immortali- 
sierte Zelle oder eine Stammzelle, insbesondere eine pluripotente oder multipoten- 
te embryonale, fotale, neonatale oder adulte Stammzelle. Derartige pluripotente 
embryonale Stammzellen oder Zelllinien konnen aus der inneren Zellmasse von 

5 Blastozyten gewonnen werden (Robertson, Embryo-derived stem cell lines, in 
Teratocarcinomas and embryonic stem cells: a practical approach, Robertson, edi- 
tor, IRL Press, Washington DC, 1987). Besonders bevorzugte Stammzellen, die 
aus adultem Gewebe stammen, umfassen z.B. neuronale Stammzellen, Stammzel- 
len aus dem Knochenmark, mesenchymale Stammzellen, hamatopoetische 

10 Stammzellen, epitheliale Stammzellen, Stammzellen aus dem Verdauungstrakt 
und Duktus Stammzellen. 

ErfindungsgemaBe Zellen sind beispielsweise Epithelzellen, GefaBzellen, Leber- 
zellen, Herzzellen, Hautzellen, Muskelzellen, Nervenzellen, Knochmarkzellen, 
15 CHO-Zellen (Ovarzellen) und Zellen aus der Bauchspeicheldriise, aus der Niere, 
aus dem Auge oder aus der Lunge. 

Die erfindungsgemaBe Zelle ist insbesondere eine Saugetierzelle, inklusive einer 
humanen Zelle. Diese Zelle kann beispielsweise aus einem Menschen, einer 
20 Maus, einer Ratte, einem Meerschweinchen, einem Kaninchen, einer Kuh, einer 
Ziege, einem Schaf, einem Pferd, einem Schwein, einem Hund, einer Katze oder 
einem Affen, vorzugsweise aus einem Menschen, stammen. 

Die erfindungsgemaBen Zellen konnen auch zur Expression eines heterologen 
25 Gens verwendet werden. 

Vorzugsweise liegt die erfindungsgemaBe Zelle in Form einer Zelllinie vor. Eine 
erfindungsgemaBe Zelllinie kann hergestellt werden durch Transfektion, Trans- 
formation oder Infektion einer Zelllinie mit einer erfindungsgemaBen Nukleinsau- 
30 re oder einem erfindungsgemaBen Vektor mit Hilfe von Methoden, die dem 
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Fachmann gelaufig sind, beispielsweise Transfektion, Transformation, Elektropo- 
ration, Mikroinjektion oder Infektion. 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Arzneimittel enthaltend mindestens 
ein erfindungsgemaBes Fusionsprotein, mindestens eine erfmdungsgemaBe Nuk- 
leinsaure, mindestens einen erfindungsgemaBen Vektor und/oder mindestens eine 
erfmdungsgemaBe Zelle und gegebenenfalls geeignete Hilfs- und/oder Zusatzstof- 
fe. 



10 Geeignete Hilfs- und/oder Zusatzstoffe, die beispielsweise der Stabilisierung oder 
Konservierung des Arzneimittels oder Diagnostikums dienen, sind dem Fachmann 
allgemein bekannt. Beispiele fur solche Hilfs- und/oder Zusatzstoffe. sind physio- 
logische Kochsalzldsungen, Ringer-Dextrose, Dextrose, Ringer-Laktat, entmine- 
ralisiertes Wasser, Stabilisatoren, Antioxidantien, Komplexbildner, antimikrobiel- 

1 5 le Verbindungen, Proteinaseinhibitoren und/oder inerte Gase. 



Das erfmdungsgemaBe Arzneimittel kann z.B. zur Prophylaxe, Therapie oder Di- 
agnose von Erkrankungen dienen. Zu diesen Krankheiten gehoren beispielsweise: 

• rheumatischen Erkrankungen, beispielsweise rheumatische Arthritis, 

20 Sjogren's Syndrom, Skleroderma, Dermatomyositis, Polymyositis, Reiter's 

Syndrom oder Behcet's Krankheit, 

• Diabetes Typ I oder Typ II, 

• Autoimmunerkrankungen der Schilddriise, beispielsweise Morbus Basedow 
Krankheit, Hashimoto's Thyroiditis, 

- Autoimmunerkranungen des zentralen Nervensystems, beispielsweise Multip- 
le Sklerose, 

• Hauterkrankungen, beispielsweise Psoriasis, Neurodermitis, 

• entziindliche Darmerkrankungen, beispielsweise Morbus Crohn, 



25 
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Immunstorungserkrankungen, beispielsweise AIDS 
GefaBerkrankungen, 

Transplantationsfolgeerkraiikungen, beispielsweise TransplantatabstoBungsre- 
aktionen und 

5 * Tumorerkrankungen. 



Die Verabreichung des erfindungsgemaBen Arzneimittels erfolgt nach den dem 
Fachmann gelaufigen Methoden, beispielsweise intravenos, intraperitoneal, in- 
tramuskular, subkutan, intrakranial, intraorbital, intrakapsular, intraspinal, trans- 
10 muskular, topikal oder oral. Weitere Methoden der Verabreichung sind beispiels- : 
weise die systemische oder lokale Injektion, die Perfusion oder die Katheter-v 
basierte Verabreichung. 

Das erfindungsgemaBe Arzneimittel kann beispielsweise in oralen Darreichungs- 
15 form, wie z.B. Tabletten oder Kapseln, iiber die Mucous-Membran, z.B. die Nase 
oder die Mundhohle, in Form von Sprays in die Lunge oder in Form von Disposi- 
torien unter die Haut implantiert, verabreicht werden. Trans-dermal- 
therapeutische Systeme (TTS) sind z.B. aus EP 0 944 398-A1, EP 0 916 336- Al, 
EP 0 889 723-A1 oder EP 0 852 493-A1 bekannt. 

20 

Das Arzneimittel kann in den Organismus eingebracht werden entweder mit Hilfe 
eines ex vivo Ansatzes, bei dem die Zellen aus dem Patienten entfernt, genetisch 
modifiziert, beispielsweise durch DNA-Transfektion, und danach emeut in den 
Patienten eingefiihrt werden oder mit Hilfe eines in vivo Ansatzes, bei welchem 
25 erfindungsgemaBe gentherapeutisch wirksame Vektoren in den Korper des Patien- 
ten eingebracht werden, als nackte DNA oder unter Verwendung von viralen oder 
nicht-viralen erfindungsgemaBen Vektoren oder erfindungsgemaBen Zellen. ^ 
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Im Stand der Technik ist bekannt, dass die Dosierung von Arzneimitteln von meh- 
reren Faktoren abhangt, beispielsweise von dem Korpergewicht, dem generellen 
Gesundheitszustand, dem AusmaB der Korperoberflache, dem Alter des Patients 
sowie der Wechselwirkung mit anderen Medikamenten. Eine Dosierung hangt 
ebenfalls ab von der Art der Verabreichung. Die Dosierung ist daher im Einzelfall 
fur jeden Patienten vom Fachmann zu bestimmen. Die Verabreichung des Arz- 
neimittels kann einmal oder mehrmals am Tag und iiber mehrere Tage hinweg 
erfolgen, auch dies ist vom Fachmann bestimmbar. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein humanes oder tierisches organ- 
spezifisches Gewebe und/oder ein humanes oder tierisches Saugetierorgan, ent- 
haltend mindestens ein Fusionsprotein, mindestens eine Nukleinsaure kodierend 
fur das genannte Fusionsprotein, mindestens einen Vektor enthaltend mindestens 
eine genannte Nukleinsaure und/oder mindestens eine Zelle enthaltend mindestens 
eine genannte Nukleinsaure und/oder mindestens einen genannten Vektor, wobei 
das Fusionsprotein ein Wildtyp-IL-15 und ein Fc-Fragment enthalt. 

Bevorzugt enthalt das Fusionsprotein des erfindungsgemaBen humanen oder tieri- 
schen organspezifischen Gewebes und/oder des erfindungsgemaBen humanen 
oder tierischen Saugetierorgans einerseits ein Wildtyp-IL-15 und andererseits ein 
humanes oder murines IgGl, ein humanes IgG2, ein murines IgG2a, ein murines 
IgG2b, ein humanes oder murines IgG3 oder ein humanes IgG4, bevorzugt ein 
humanes IgGl oder ein murines IgG2a, insbesondere ein IgGl, besonders bevor- 
zugt kein murines IgG2b. 



25 



Humanes oder tierisches organspezifisches Gewebe der vorliegenden Erfindung 
kann beispielsweise Gewebe aus der Bauchspeicheldruse, einschlieBlich bei- 
spielsweise der Langerhanschen Inselzellen, sowie Herz-, Herzmuskel-, Nieren-, 
Leber-, Lungen-, Milz-, Knorpel-, Bander-, Retina-, Hornhaut-, Knochenmark-, 
30 Haut-, Nerven- und/oder Muskelgewebe sein. 
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Humane oder tierische Saugetierorgane der vorliegenden Erfindung konnen z.B. 
die Bauchspeicheldriise, das Herz, die Bauchspeicheldriise, die Niere, die Leber, 
die Lunge, die Milz, das Auge und/oder die Haut sein. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein transgenes nicht-humanes Sauge- 
tier, welches mindestens ein Fusionsprotein, mindestens eine Nukleinsaure, die 
fur das genannte Fusionsprotein kodiert, mindestens einen Vektor, der mindestens 
eine genannte Nukleinsaure enthalt und/oder mindestens eine Zelle, die mindes- 
tens eine genannte Nukleinsaure und/oder mindestens einen genannten Vektor 
enthalt, wobei dais Fusionsprotein ein Wildtyp-IL-15 und ein Fc-Fragment enthalt. 

Bevorzugt enthalt das Fusionsprotein des erfindungsgemafien transgenen nicht- 
humanen Saugetiers einerseits ein Wildtyp-IL-15 und andererseits ein humanes 
1 5 oder murines IgGl , ein humanes IgG2, ein murines IgG2a, ein murines IgG2b, ein 
humanes oder murines IgG3 oder ein humanes IgG4, bevorzugt ein humanes IgGl 
oder ein murines IgG2a, insbesondere ein IgGl, besonders bevorzugt kein muri- 
nes IgG2b. 




20 Transgene Tiere zeigen im allgemeinen eine gewebespezifisch erhohte Expression 
von Nukleinsauren und sind daher fur die Analyse beispielsweise von Immunre- 
aktionen sehr geeignet. Bevorzugt werden transgene Mause verwendet 

Ein erfindungsgemaBes nicht-humanes Saugetier ist beispielsweise eine Maus, 
25 eine Ratte, ein Meerschweinchen, ein Kaninchen, eine Kuh, eine Ziege, ein Schaf, 
ein Pferd, ein Schwein, ein Hund, eine Katze oder ein Affe. 



Ebenfalls weitere Gegenstande der Erfindung sind die Verwendungen eines Fusi- 
onsproteins, einer Nukleinsaure kodierend fur das genannte Fusionsprotein,, eines 
30 Vektors enthaltend mindestens eine genannte Nukleinsaure und/oder einer Zelle 
enthaltend entweder mindestens eine genannte Nukleinsaure oder/und einen ge- 
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nannten Vektor enthaltend mindestens eine genannte Nukleinsaure, wobei das 
Fusionsprotein ein Wildtyp-IL-15 und ein Fc-Fragment enthalt, oder eines erfm- 
dungsgemaBen humanen oder tierischen organspezifischen Gewebes und/oder 
eines erfmdungsgemaBen humanen oder tierischen Saugetierorgans: 
5 • zur Inhibierung eines IL- 1 5 vermittelten zellularen Ereignisses, 

• zur Inhibierung der Interaktion eines IL-1 5 mit seinem Rezeptor und/oder 

• zur Prophylaxe und/oder Therapie von Transplantationsfolgeerkrankungen, 
insbesondere TransplantationsabstoBungsreaktionen, und/oder Autoimmuner- 
krankungen. 

10 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines Fusionsproteins, 
einer Nukleinsaure kodierend fur das genannte Fusionsprotein, eines Vektors ent- 
haltend mindestens eine genannte Nukleinsaure und/oder einer Zelle enthaltend 
mindestens eine genannte Nukleinsaure und/oder einen genannten Vektor, wobei 
15 das Fusionsprotein ein Wildtyp-IL-1 5 und ein Fc-Fragment enthalt, zur Lyse von 
Zellen, die einen IL-1 5 -Rezeptor exprimieren. 

Bevorzugt enthalt das Fusionsprotein der erfmdungsgemaBen Verwendungen ei- 
nerseits ein Wildtyp-IL-15 und andererseits ein humanes oder murines IgGl, ein 
20 humanes IgG2, ein murines IgG2a, ein murines IgG2b, ein humanes oder murines 
IgG3 oder ein humanes IgG4, bevorzugt ein humanes IgGl oder ein murines 
IgG2a, insbesondere ein IgGl, besonders bevorzugt kein murines IgG2b. 

Vorzugsweise erfolgen die erfmdungsgemaBen Verwendungen in bzw. bei einem 
25 humanen oder tierischen Saugetier. Unter einem humanen Saugetier im Sinne der 
vorliegenden Erfindung ist ein Mensch zu verstehen, unter einem tierischen Sau- 
getier im Sinne der vorliegenden Erfindung ist beispielsweise eine Maus, eine 
Ratte, ein Meerschweinchen, ein Kaninchen, eine Kuh, eine Ziege, ein Schaf, ein 
Pferd, ein Schwein, ein Hund, eine Katze oder ein Affe zu verstehen. 

30 
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Weiterhin ist ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung die Verwendung des 
erfindungsgemafien humanen oder tierischen organspezifischen Gewebes 
und/oder erfindungsgemafien humanen oder tierischen Saugetierorgans zur Trans- 
plantation in ein humanes oder tierisches Saugetier. Bevorzugt handelt es sich urn 
5 eine Auto-, Alio- oder Xenotransplantation. 

Die Transplantation ist die Ubertragung von lebendem Material, z.B. von Zellen, 
Gewebe oder Organen, von einem Teil des Korpers auf einen anderen (autogene 
Transplantation) oder von einem Individuum auf ein anderes (allogene, syngene 

10 und xenogene Transplantation) (Klein, J. S, (1991) Immunologic, 1. Auflage, 
VHC Verlagsgesellschaft, Weinheim, S. 483) nach dem Fachmann allgemein be- 
kannten Verfahren. Bei der Transplantation in einen anderen Organismus wird 
unterschieden in die 

Synotransplantation, bei der Spender und Empfanger derselben Spezies ange- 

15 horen und genetisch vollig oder weitgehend identisch sind, 

• Allotransplantation, bei der Spender und Empfanger derselben Spezies ange- 
horen, aber immungenetisch different sind und 

Xenotransplantation, bei der Spender und Empfanger nicht derselben Spezies 
angehoren und demzufolge immungenetisch vollig different sind. 

20 

Ebenfalls ein Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines erfin- 
dungsgemafien Fusionsproteins, das die folgenden Schritte enthalt: 
a. Einbringen mindestens einer erfindungsgemafien Nukleinsaure und/oder min- 
destens eines erfindungsgemafien Vektors in eine Zelle, und 
25 b. Expression der Nukleinsaure unter geeigneten Bedingungen. 

Verfahren zum Einbringen von Nukleinsauren, Vektoren und Genen, beispiels- 
weise Differenzierungs-Markergenen oder Transfektions-Markergenen, in Zellen 
sind dem Fachmann gut bekannt und umfassen die nach dem Stand der Te9hnik 
30 iiblichen Verfahren, beispielsweise Elektroporation, Injektion, Transfektion 
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und/oder Transformation. Diese Verfahren sind insbesondere bevorzugt, wenn es 
sich bei der Substanz urn nackte Nukleinsauren, insbesondere DNA, handelt. 

Geeignete Bedingungen fur die Expression der Nukleinsaure konnen beispiels- 
5 weise durch Expressionsvektoren, beispielsweise durch vorangehend genannte 
Expressionsvektoren und regulierbare Elemente, beispielsweise Promotoren oder 
regulative Nukleinsauresequenzen geschaffen werden. Im allgemeinen enthalten 
Expressionsvektoren auch fur die jeweilige Zelle bzw. das jeweils zu 
transkribierende Gen geeignete Promotoren. 

10 

Beispiele fur regulierbare Elemente, die konstitutive Expression in Eukaryonten 
ermoglichen, sind Promotoren, die von der RNA-Polymerase II erkannt werden. 
Solche Promotoren fur die konstitutive Expression in alien Zell- und Gewebety- 
pen sind z.B. der CD1 lc-Promotor, pGk (Phosphoglyceratkinase)-Promotor, der 
15 CMV (Cytomegalievirus)-Promotor, der TK (Thymidinkinase)-Promotor, der 
EFla (Elongationsfaktor-l-alpha)-Promotor, der SV40 (Simian Virus)-Promotor, 
der RSV (Rous Sarcoma Virus)-Promotor und der pUB (Ubiquitin)-Prornotor. 

Beispiele fur regulierbare Elemente, die zell- bzw. gewebespezifische Expression 
20 in Eukaryonten ermoglichen, sind Promotoren oder Aktivatorsequenzen aus Pro- 
motoren oder Enhancern von solchen Genen, die fur Proteine kodieren, die nur in 
bestimmten Zelltypen exprimiert werden. Derartige Promotoren der sind bei- 
spielsweise der Insulin-Promotor fur Beta-Zellen des Pankreas, der Sox-2- 
Promotor fur Nervenzellen, der Albuminpromotor fur Leberzellen, der Myosin- 
25 Schwere-Kette-Promotor fur Muskelzellen, der VE-Cadherin-Promotor fur Endo- 
thelzellen und der Keratinpromotor fur Epithelzellen. 

Weitere Beispiele fur regulierbare Elemente, die eine regulierbare Expression in 

j 

Eukaryonten ermoglichen, sind RU486 induzierbare Promotoren und der Tetra- 
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cyclinoperator in Kombination mit einem entsprechenden Repressor (Gossen M. 
et al., (1994) Curr. Opin. BiotechnoL 5, 516-20). 

Ebenfalls kann die Expression fiber regulative Nukleotidsequenzen, die Expressi- 
5 on mengenmafiig und/oder zeitabhangig beeinflussen, gesteuert werden. Hierzu 
zahlen beispielsweise Enhancersequenzen, Leadersequenzen, Polyadenylierungs- 
sequenzen, IRES-Sequenzen und Introns. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein in vrtro-Verfahren zur Herstellung 
10 eines erfindungsgemafien humanen oder tierischen organspezifischen Gewebes 
und/oder eines erfindungsgemafien humanen oder tierischen Saugetierorgans, 
welches die folgenden Schritte enthalt: 

a. Einbringen in mindestens eine Stammzelle, eine Vorlauferzelle und/oder eine 
immortalisierte Zelle eines humanen oder tierischen organspezifischen Gewebes 

15 und/oder eines humanen oder tierischen Saugetierorgans zum einen mindestens 
eine Nukleinsaure kodierend fur ein Fusionsprotein und/oder mindestens einen 
Vektor enthaltend mindestens eine genannte Nukleinsaure, wobei das Fusionspro- 
tein ein Wildtyp-IL-15 und ein Fc-Fragment enthalt, und zum anderen mindestens 
ein geeignetes Differenzierungs-Markergen, 

20 b. Differenzierung der Zelle aus Schritt a., 

c. Selektionieren der differenzierten Zelle aus Schritt b. und 

d. Einbringen der selektionierten Zelle aus Schritt c. in mindestens ein humanes 
oder tierisches organspezifisches Gewebe und/oder in mindestens ein humanes 
oder tierisches Saugetierorgan. 

25 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird in dem vorangehend beschriebenen 
erfindungsgemafien Verfahren nach, vor oder gleichzeitig mit Schritt a. mindes- 
tens ein geeigneten Transfektions-Markergen eingebracht und nach Schritt a. vor- 
zugsweise die transfektierte Zelle aus Schritt a. selektioniert f 

30 
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Geeignete Bedingungen fur die Differenzierung der Zellen konnen beispielsweise 
durch Zugabe von Wachstumsfaktoren, welche die gewixnschte Zelldifferenzie- 
rung einleiten, geschaffen werden. 

5 Dem Fachmann sind zahlreiche Verfahren zur Selektionierung von Zellen be- 
kannt. 

Zur Selektion der differenzierten Zellen von anderen Zellen enthalt das erfin- 
dungsgemafie Verfahren bevorzugt ein positives Selektionsschema. Hierbei wird 

10 ein Markergen, beispielsweise ein Gen, welches eine Antibiotika-Resistenz uber- 
tragt, vor, wahrend oder nach dem Differenzierungsschritt in Zelle eingebracht 
und unter geeigneten Bedingungen zur Expression gebracht. Derartige Bedingun- 
gen konnen beispielsweise darin bestehen, dass die Expression des Markergens 
unter der Kontrolle eines Promoters stent, der nur in den gewunschten Zellen ak- 

15 tiv ist. 

Durch die Expression des Markergens wird den erfolgreich differenzierten Zellen 
eine Resistenz fur das Antibiotikum iibertragen. Die der Differenzierung nachfol- 
gende Selektion der Zellen kann daher beispielsweise leicht durch Inkontaktbrin- 
20 gen der Zellen mit dem entsprechenden Antibiotikum erfolgen. Zellen, welche die 
entsprechende Antibiotika-Resistenz nicht enthalten, sterben ab, so dass lediglich 
die differenzierten Zellen iiberleben. Das Inkontaktbringen im Sinne dieser Erfin- 
dung kann beispielsweise durch Zugabe der Wirksubstanzen in das Nahrmedium 
einer Zellkultur erfolgen. 



25 



30 



Unter einem erfindungsgemaflen Antibiotikum wird ein Antibiotikum verstanden, 
gegen welches das bzw. die als erfindungsgemaBe Selektionskassette verwende- 
te(n) Antibiotikum-Resistenzgen(e) eine Resistenz erzeugt/en. Nach Hinzufugen 
des Antibiotikums zu den kultivierten Stammzellen iiberleben und differenzieren 
im wesentlichen nur solche Stammzellen, die den Reporter-Gen- 
Expressionsvektor enthalten. 
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Bevorzugt wird ein zweites Markergen in die Zellen eingebracht, wodurch eine 
Selektion der Zellen, in denen das Einbringen der Nukleinsaure und/oder des Vek- 
tors gemaB Schritt a. des Verfahrens erfolgreich verlief, vorgenommen werden 
5 kann. Durch diese doppelte Selektion ist es moglich, eine ca. 90%ig, vorzugswei- 
se ca. 95-100%ig reine Zellpopulation der gewunschten Zellen zu erhalten. 

Fur derartige Selektionierungen konnen beispielsweise Differenzierungs- 
Markergene und Transfektions-Markergene verwendet werden. Als solche werden 
10 uberwiegend Gene verwendet, die eine Resistenz gegen bestimmte toxische Sub- 
stanzen, beispielsweise Antibiotika, vermitteln, verwendet. Die haufigsten in die- 
sem Zusammenhang verwendeten Antibiotika sind Neomycin, Hygromycin (hph), 
Zeocin (Shble) und Puromycin (pacA). 

15 Weitere zur Selektionierung geeignete Gene, insbesondere zur Selektion von 
Stammzellen, sind beispielsweise Gene, die die Expression von Oberflachenmo- 
lekiilen oder von Fluoreszenzmarkern, z.B. GFP, regulieren, mit deren Hilfe die 
zu selektierenden Zellen xiber Zell-Sortierung aufgereinigt werden konnen. Weite- 
re Beispiele sind Gene, die fur eine Enzymaktivitat kodieren, die einen Vorlaufer 

20 einer toxischen Substanz, sog. "Prodrug" in eine toxische Substanz umwandeln. In 
diesem Fall kann eine Negativ-Selektion erfolgen, d.h., es iiberleben nur die Zel- 
len, die den dem Gen vorgeschalteten Promotor nicht exprimieren. 

Ein anderer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Erzeugung eines er- 
25 findxingsgemaBen transgenen nicht-humanen Saugetieres, welches folgende 
Schritte enthalt: 

a. Einbringen in mindestens eine Oocyte, eine Stammzelle, eine Vorlauferzelle 
und/oder eine immortalisierte Zelle eines nicht-humanen Saugetieres einerseits 
mindestens eine Nukleinsaure, kodierend fur ein Fusionsprotein und/oder 
30 mindestens einen Vektor enthaltend mindestens eine genannte Nukleinsaure, 
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wobei das Fusionsprotein ein Wildtyp-IL-15 und ein Fc-Fragment enthalt, und 
andererseits mindestens ein geeignetes Transfektions-Markergen, 

b. Selektionieren der transfektierten Zelle aus Schritt a., 

c. Einbringen der nach Schritt b. selektierten Zelle in mindestens eine nicht- 
5 humane Saugetier-Blastozyte, 

d. Einbringen der Blastozyte aus Schritt c. in eine nicht-humane, vorzugsweise 
scheinschwangere, Saugetier-Pflegemutter und 

e. Identifizierung des sich aus genannter Blastozyte entwickelten transgenen 
nicht-humanen Saugetiers. 

10 

Die Verfahren zurn Einbringen von Blastozyten sind dem Fachmann bekannt. Es 
kann beispielsweise durch Injektion erfolgen (Hogan, B., Beddington, R., Con- 
stantini, F. und Lacy, E., A laboratory Manual (1994), Cold Spring~Harbor Labo- 
ratory Press). 

15 

Die Identifizierung eines transgenen nicht-humanen Saugetiers kann beispielswei- 
se dadurch erfolgen, dass genomische DNA aus dem transgenen nicht-humanen 
Saugetier extrahiert wird, z.B. aus dem Schwanz einer Maus. In einer nachfolgen- 
den PCR (Polymerase Chain Reaktion) werden Primer verwendet, die spezifisch 
20 das Transgen fiir die erfindungsgemaBe Nukleinsaure erkennen. Eine Integration 
des Transgens kann auf diese Weise nachgewiesen werden. 

Eine weitere Moglichkeit der Identifizierung kann mittels Southern Blot erfolgen. 
Hierbei wird genomische DNA auf eine Membran iibertragen und mittels DNA- 
25 Sonden, beispielsweise radioaktiv markierte DNA-Sonden, die spezifisch fur das 
gesuchte Transgen sind, detektiert. 

Verfahren zur Erzeugung eines erfmdungsgemafien transgenen nicht-humanen 
Saugetiers durch Regenerieren einer nicht-humanen Stammzelle, Oocyte, V<?rlau- 
30 ferzelle oder immortalisierten Zelle zu einem transgenen nicht-humanen Tier, 
insbesondere von transgenen Mausen sind dem Fachmann aus der DE 196 25 049 
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und den US 4,736,866; US 5,625,122; US 5,698,765; US 5,583,278 und US 
5,750,825 bekannt und umfassen transgene Tiere, die beispielsweise durch direkte 
Injektion von erfindungsgemaBen Expressionsvektoren in Embryonen oder Sper- 
matozyten oder fiber die Transfektion von Expressionsvektoren in embryonale 

5 Stammzellen erzeugt werden konnen (Polites und Pinkert: DNA Mikroinjection 
and Transgenic Animal Production, Seite 15-68 in Pinkert, 1994: Transgenic A- 
nimal Technology: A Laboratory Handbook, Academic Press, San Diego, USA; 
Houdebine 1997, Harwood Academic Publishers, Amsterdam, The Netherlands; 
Doetschman: Gene Transfer in Embryonic Stem Cells, Seite 115-146 in Pinkert, 

10 1994, supra; Wood: Retrovirus-Mediated Gene Transfer, Seite 147-176 in Pin- 
kert, 1994, supra; Monastersky: Gene Transfer Technology: Alternative Techni- 
ques and Applications, Seite 177-220 in Pinkert, 1994, supra). 

Die Herstellung eines erfindungsgemaBen transgenen nicht-humanen Saugetiers 
15 kann auch durch direkte Injektion einer erfindungsgemaBen Nukleinsaure in den 
Pronukleus (Vorkem) eines nicht-humanen Saugetiers erfolgen. 

Zajilreiche Verfahren zur Herstellung von transgenen Tieren, insbesondere von 
transgenen Mausen, sind dem Fachmann ebenfalls u.a. aus der WO 98/36052, WO 

20 01/32855, DE 196 25 049, US 4,736,866, US 5,625,122, US 5,698,765, US 
5,583,278 und US 5,750,825 bekannt und umfassen transgene Tiere, die bei- 
spielsweise uber direkte Injektion von erfindungsgemaBen Vektoren in Embryo- 
nen oder Spermatozyten oder uber die Transfektion von Vektoren oder Nuklein- 
sauren in embryonale Stammzellen erzeugt werden konnen (Polites und Pinkert, 

25 in Pinkert, (1994) Transgenic animal technology, A Laboratory Handbook, Aca- 
demic Press, London, UK, Seite 15 bis 68; Doetschman, in Pinkert, 1994, supra, 
Seite 115 bis 146). 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betriffl ein nach vorangehend beschyiebe- 
30 nem erfindungsgemaBen Verfahren erzeugtes transgenes nicht-humanes Saugetier 
sowie dessen Nachkornrnen. 
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In weiteren Ausfuhrungsformen handelt es sich bei der Stammzelle, welche in 
.dem genannten erfindungsgemaBen in vftro-Verfahren zur Herstellung eines er- 
findungsgemaBen humanen oder tierischen organspezifischen Gewebes und/oder 
5 eines erfmdungsgemaBen humanen oder tierischen Saugetierorgans und in dem 
Verfahren zur Erzeugung eines erfmdungsgemaBen transgenen nicht-humanen 
Saugetiers verwendet wird, um eine pluripotente oder multipotente embryonale, 
fotale, neonatale oder adulte Stammzelle. 

10 Ein Gegenstand der Erfmdung ist die Verwendung eines erfmdungsgemaBen 
transgenen nicht-humanen zur Gewinnung einer Zelle, eines organspezifischen 
Gewebes und/oder eines Saugetierorgans fur die Alio- und/oder Xenotransplanta- 
tion. 

1 5 Im Fall der Zelltransplantation kann diese beispielsweise mittels eines Implantati- 
ons-Verfahrens oder mittels einer Katheter-Injektion-Methode durch die Blutge- 
faBwand erfolgen. 

Unter Gewinnung im Sinne der vorliegenden Erfmdung ist die Entnahme der/des 
20 genannten Zelle, Gewebes und/oder Organs aus dem Organismus eines erfm- 
dungsgemaBen transgenen nicht-humanen Saugetiers zu verstehen. Entsprechende 
Methoden zur Entnahme sind dem Fachmann allgemein gelaufig. 

Ebenfalls ein Gegenstand der Erfmdung ist die Verwendung eines erfmdungsge- 
25 maBen transgenen nicht-humanen Saugetiers, eines erfmdungsgemaBen humanen 
oder tierischen organspezifischen Gewebes und/oder eines erfmdungsgemaBen 
humanen oder tierischen Saugetierorgans zum Auffmden von pharmakologisch 
aktiven Wirkstoffen und/oder zur Identifizierung von toxischen Substanzen. 

30 Eine solche Methode konnte zum Beispiel darin bestehen, Zellen der vorliegenden 
Erfmdung auf eine 96-well Mikrotiter-Platte auszusaen, dann eine zu untersu- 
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chende pharmakologisch aktive oder toxische Substanz zuzugeben und anschlie- 
Bend mittels Zellzahlbestimmung zu analysieren, ob die Substanz einen vermehr- 
ten Tod der Zellen bewirkt hat. 

5 Unter den Begriffen pharmakologisch aktiver Wirkstoff und toxische Substanz irn 
Sinne der Erfindung sind all jene Molekule, Verbindungen und/oder Zusammen- 
setzungen und Substanzgemische zu verstehen, die unter geeigneten Bedingungen 
einen pharmakologischen bzw. toxischen Einfluss auf einzelne Zellen, einzelne 
Gewebe, einzelne Organe oder den gesamten Organismus eines tierischen oder 

10 humanen Saugetiers ausuben. Mogliche pharmakologisch aktive Wirkstoffe und 
toxische Substanzen konnen einfache chemische (organische oder anorganische) 
Molekule oder Verbindungen, Nukleinsauren oder Analoga von Nukleinsauren, 
anti-sense Sequenzen von Nukleinsauren, Peptide, Proteine oder Komplexe und 
Antikorper sein. Beispiele sind organische Molekule, die aus Substanz- 

15 Bibliotheken stammen und die auf ihre pharmakologische bzw. toxische Aktivitat 
hin untersucht werden. 

Pharmakologisch aktive Wirkstoffe sind beispielsweise Wirkstoffe, die Einfluss 
aus uben auf: 

20 die Teilungs- und/oder Uberlebensfahigkeit von Zellen, 

die Sekretion von Proteinen, z.B. Insulin von Beta-Zellen des Pankreas, Do- 

pamin von Nervenzellen, 

die Muskelzellen-Kontraktion und/oder 

das Wanderungsverhalten von Zellen. 
25 In Anwendung auf den gesamten Organismus eines tierischen oder humanen Sau- 
getiers ist hierunter ein Einfluss auf beispielsweise 

das Herz-Kreislaufsystem, 

das Nervensystem sowie » 
die Stoffwechselaktivitaten 
30 zu verstehen. 
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Toxische Substanzen sind beispielsweise Wirkstoffe, die 

• Zellen nach bestimmten Signalen, beispielsweise Stress, zur Apoptose anre- 
gen, 

5 • das Herz-Kreislaufsystem beeinflussen, 
das Nervensystem beeinflussen und/oder 

• die Stoffwechselaktivitaten beeinflussen. 

Die identifizierten pharmakologisch aktiven Wirkstoffe und toxischen Substanzen 
10 konnen gegebenenfalls kombiniert oder zusammen mit geeigneten Zusatz- 
und/oder Hilfsstoffen zur Herstellung eines Diagnostikums oder eines Arzneimit- 
tels zur Diagnose, Prophylaxe und/oder Therapie von Transplantationsfolgeer- 
krankungen und/oder Autoimmunerkrankungen, wie vorangehend beispielhaft 
aufgefuhrt, verwendet werden. 

15 

Die folgenden Figuren und Beispiele sollen die vorliegende Erfindung verdeutli- 
chen ohne sie jedoch zu beschranken. 

Fig. la ist eine Abbildung der Aminosauresequenz WT-IL-15-hIgGl, 
20 Fig. lb ist eine Abbildung der Aminosauresequenz WT-IL-15-mIgG2a, 
Fig. 2a ist eine Abbildung der Aminosauresequenz WT-IL-15, 
Fig. 2b ist eine Abbildung der Aminosauresequenz hlgGl, 
Fig. 2c ist eine Abbildung der Aminosauresequenz mIgG2a, 
Fig. 3a ist eine Abbildung der Aminosauresequenz Igk8, 
25 Fig. 3b ist eine Abbildung der Aminosauresequenz 149-Fc 

Fig. 4 ist eine Abbildung der Nukleinsauresequenz WT-IL-15-hIgGl, 
Fig. 5 ist eine Abbildung der Nukleinsauresequenz WT-IL-15-mIgG2a, 
Fig. 6a ist eine Abbildung der Nukleinsauresequenz WT-IL-1 5, 
Fig. 6b ist eine Abbildung der Nukleinsauresequenz hlgGl, 
30 Fig. 7 ist eine Abbildung der Nukleinsauresequenz m!gG2a, 
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Fig. 8a ist eine Abbildung der Nukleinsauresequenz muriner IgK-Leader, 
Fig. 8b ist eine Abbildung der Nukleinsauresequenz humaner CDS -Leader, 
Fig. 8c ist eine Abbildung der Nukleinsauresequenz humaner CD4-Leader, 
Fig. 8d ist eine Abbildung der Nukleinsauresequenz humaner IL-2-Leader, 
5 Fig. 9a ist eine Abbildung der Nukleinsauresequenz humaner MCP-Leader, 

Fig. 9b ist eine Abbildung der Nukleinsauresequenz des kurzen nativen humanen 
IL-15-Leaders, 

Fig. 9c ist eine Abbildung der Nukleinsauresequenz des langen nativen humanen 
IL-15-Leaders, 

10 Fig. 10 ist eine Abbildung der Nukleinsauresequenz Igk8, 

Fig. 1 1 ist eine Abbildung der Nukleinsauresequenz 149-Fc, . 
Fig. 12 ist eine Abbildung der inhibierenden bzw. proliferationsfordernden Wuv 
kung unterschiedlicher Protein-Konstrukte auf die IL-15 vermittelte Proliferation 
von CTLL-2-Zellen. 

15 

Erlauterung: hlgGl steht fur humanes IgGl und mIgG2a steht fur murines IgG2a. 
Weitere Gegenstande der vorliegenden Erfindung betreffen: 
20 (i) Fusionsprotein aus einem Wildtyp-IL-15 und einem IgG-Fc-Fragment, 



mit Ausnahme eines murinen IgG2b-Fc-Fragments. 



25 



(ii) 



Fusionsprotein nach (i), dadurch gekennzeichnet, dass das IgG-Fc- 
Fragment ein humanes oder murines IgGl, ein humanes IgG2, ein mu- 
rines IgG2a, ein humanes oder murines IgG3 oder ein humanes IgG4 
ist. 



(iii) 



Fusionsprotein nach (i) oder (ii) enthaltend die Aminosauresequenz 
SEQ ID NO: 1 oder eine allelische Variante davon. , 



30 
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(iv) Fusionsprotein nach (i) oder (ii) enthaltend die Aminosauresequenz 
SEQ ID NO:2 oder eine allelische Variante davon. 

(v) Fusionsprotein nach (i) oder (ii) enthaltend die Aminosauresequenz 
5 SEQ ID NO:3 oder eine allelische Variante davon. 

(vi) Fusionsprotein nach (i) oder (ii) enthaltend die Aminosauresequenz 
SEQ ID NO:4 oder eine allelische Variante davon. 



10 



15 



(vii) Fusionsprotein nach (i) oder (ii) enthaltend die Aminosauresequenz 
SEQ ID NO:5 oder eine allelische Variante davon. 

(viii) Nukleinsaure kodierend fur ein Fusionsprotein nach mindestens einem 
(i) bis (vii). 

(ix) Nukleinsaure nach (viii) enthaltend die DNA-Sequenz SEQ ED NO: 6. 
oder eine allelische Variante davon. 



(x) Nukleinsaure nach (viii) enthaltend die DNA-Sequenz SEQ ID NO:7. 
20 oder eine allelische Variante davon. 

(xi) Nukleinsaure nach (viii) enthaltend die DNA-Sequenz SEQ ID NO:8. 
oder eine allelische Variante davon. 

25 (xii) Nukleinsaure nach (viii) enthaltend die DNA-Sequenz SEQ ID NO:9. 

oder eine allelische Variante davon. 

(xiii) Nukleinsaure nach (viii) enthaltend die DNA-Sequenz SEQ ID NO: 10. 
oder eine allelische Variante davon. 



30 



(xiv) Fusionsprotein kodiert von einer Nukleinsaure nach einem (ix)-(xiii). 
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(xv) Vektor enthaltend mindestens eine Nukleinsaure nach mindestens ei- 
nem (viii) bis (xiv). 

5 (xvi) Zelle enthaltend mindestens eine Nukleinsaure nach mindestens einem 

(xiii) bis (xiv) und/oder mindestens einen Vektor nach (xv). 

(xvii) Zelle nach (xvi), dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei der Zelle 
um eine Stammzelle, eine Vorlauferzelle und/oder eine immortalisierte 

10 Zelle handelt. 

(xviii) Zelle nach (xvii), dadurch gekennzeichnet, dass es sich um eine pluri- 
potente oder multipotente embryonale, fotale, neonatale oder adulte 
Stammzelle handelt. 



15 



(xix) Zelle nach mindestens einem (xvi) bis (xviii) in Form einer Zelllinie. 



(xx) Arzneimittel enthaltend mindestens ein Fusionsprotein nach einem 
(i) bis (vii) und (xiv), mindestens eine Nukleinsaure nach einem 

20 (viii) bis (xiii), mindestens einen Vektor nach (xv) und/oder mindes- 

tens eine Zelle nach einem (xvi) bis (xviii) und geeignete Hilfs- 
und/oder Zusatzstoffe. 

(xxi) Humanes oder tierisches organspezifisches Gewebe und/oder humanes 
25 oder tierisches Saugetierorgan enthaltend mindestens ein Fusionsprote- 
in, insbesondere nach einem (i)-(vii) und (xiv), mindestens eine Nuk- 
leinsaure kodierend fur das genannte Fusionsprotein, insbesondere 
nach einem (viii)-(xiii), mindestens einen Vektor enthaltend mindes- 
tens eine genannte Nukleinsaure, insbesondere nach (xv), und/oder 

30 mindestens eine Zelle, insbesondere nach einem (xvi)-(xviii), enthal- 

tend mindestens eine genannte Nukleinsaure und/oder mindestens ei- 
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nen genannten Vektor, wobei das Fusionsprotein ein Wildtyp-IL-15 
und ein Fc-Fragment enthalt. 

(xxii) Transgenes nicht-humanes Saugetier enthaltend mindestens ein Fusi- 
onsprotein, insbesondere nach einem (i)-(vii) und (xiv), mindestens ei- 
ne Nukleinsaure kodierend fur das genannte Fusionsprotein, insbeson- 
dere nach einem (viii)-(xiii), mindestens einen Vektor, insbesondere 
nach (xv), enthaltend mindestens eine genannte Nukleinsaure und/oder 
mindestens eine Zelle, insbesondere nach einem (xvi)-(xviii), enthal- 
tend mindestens eine genannte Nukleinsaure und/oder mindestens ei- 
nen genannten Vektor, wobei das Fusionsprotein ein Wildtyp-IL-15 
und ein Fc-Fragment enthalt. 

(xxiii) Verwendung eines Fusionsproteins, insbesondere nach einem (i)-(vii) 
und (xiv), einer Nukleinsaure, insbesondere nach einem (viii)-(xiii), 
eines Vektors, insbesondere nach einem (xv), und/oder einer Zelle, 
insbesondere nach einem (xvi)-(xviii), wobei das Fusionsprotein ein 
Wildtyp-IL-15 und ein Fc-Fragment enthalt oder eines humanen oder 
tierischen organspezifischen Gewebes und/oder eines humanen oder 
tierischen Saugetierorgans nach (xxi) zur Herstellung eines Medikam- 
tentes zur Inhibierung eines IL-15 vermittelten zellularen Ereignisses. ' 

(xxiv) Verwendung eines Fusionsproteins, insbesondere nach einem (i)-(vii) 
und (xiv), einer Nukleinsaure, insbesondere nach einem (viii)-(xiii), 
eines Vektors, insbesondere nach (xv), und/oder einer Zelle, insbeson- 
dere nach einem (xvi)-(xviii), wobei das Fusionsprotein ein Wildtyp- 
IL-15 und ein Fc Fragment enthalt oder eines humanen oder tierischen 
organspezifischen Gewebes und/oder eines humanen oder tierischen 
Saugetierorgans nach (xxi), zur Herstellung eines Medikamentes zur 
Inhibierung der Interaktion eines IL-15 mit seinem Rezeptor. 
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(xxv) Verwendung eines Fusionsproteins, insbesondere nach einem (i)-(vii) 
und (xiv), einer Nukleinsaure, insbesondere nach einem (viii)-(xiii), 
eines Vektors, insbesondere nach einem (xv), und/oder einer Zelle, 
insbesondere nach einem (xvi)-(xviii), wobei das Fusionsprotein ein 

5 Wildtyp-IL-15 und ein Fc Fragment enthalt, zur Herstellung eines Me- 

dikamentes zur Lyse von Zellen, die einen IL-15-Rezeptor exprimie- 
ren. 

(xxvi) Verwendung eines Fusionsproteins, insbesondere nach einem (i)-(vii) 
und (xiv), einer Nukleinsaure, insbesondere nach einem (viii)-(xiii), 
eines Vektors, insbesondere nach (xv), und/oder einer Zelle, insbeson- 
dere nach einem (xvi)-(xviii), wobei das Fusionsprotein ein Wildtyp- 

> 

IL-15 und ein Fc Fragment enthalt oder eines humanen oder tierischen 
organspezifischen Gewebes und/oder eines humanen oder tierischen 
Saugetierorgans nach (xxi), zur Herstellung eines Medikamentes zur 
Prophylaxe und/oder Therapie von Transplantationsfolgeerkrankungeri 
und/oder Autoimmunerkrankungen. 

(xxvii) Verwendung eines humanen oder tierischen organspezifischen Gewe- 
bes und/oder humanen oder tierischen Saugetierorgans nach (xxi) zur 
Transplantation in ein humanes oder tierisches Saugetier. 

(xxviii) Verwendung nach (xxvii), dadurch gekennzeichnet, dass es sich um 
eine Auto-, Alio- oder Xenotransplantation handelt. 

(xxix) Verfahren zur Herstellung eines Fusionsproteins nach mindestens ei- 
nem (i) bis (vii) und (xiv) enthaltend folgende Schritte: 

a. Einbringen mindestens einer Nukleinsaure nach einem (viii) bis (xiii) 
und/oder mindestens eines Vektors nach (xv) in eine Zelle, und 
30 b. Expression der Nukleinsaure unter geeigneten Bedingungen, 
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(xxx) In vifro-Verfehren zur Herstellung eines humanen oder tierischen or- 
ganspezifischen Gewebes und/oder humanen oder tierischen Sauge- 
tierorgans nach (xxi) enthaltend die folgenden Schritte: 
a. Einbringen in mindestens eine Stammzelle, eine Vorlauferzelle und/oder 
eine immortalisierte Zelle eines humanen oder tierischen organspezifi- 
schen Gewebes und/oder humanen oder tierischen Saugetierorgans zum 
einen mindestens eine Nukleinsaure kodierend fur ein Fusionsprotein, wo- 
bei das Fusionsprotein ein Wildtyp-IL-15 und ein Fc Fragment enthalt 
und/oder mindestens einen Vektor enthaltend mindestens eine genannte 
Nukleinsaure, insbesondere nach einem (viii)-(xiii), und zum anderen 
mindestens ein geeignetes Differenzierungs-Markergen, 

b. Differenzierung der Zelle aus Schritt a., 

c. Selektionieren der differenzierten Zelle aus Schritt b. und 

d. Einbringen der selektionierten Zelle aus Schritt c. in ein humanes oder tie- 
risches organspezifisches Gewebe und/oder in ein humanes oder tierisches 
Saugetierorgan. 

(xxxi) Verfahren nach (xxx), dadurch gekennzeichnet, dass nach, vor oder 
gleichzeitig mit Schritt a. mindestens ein geeigneten Transfektions- 
Markergen eingebracht wird und nach Schritt a. vorzugsweise die 
transfektierte Zelle aus Schritt a. selektioniert wird. 

(xxxii) Verfahren nach einem (xxx) oder (xxxi), dadurch gekennzeichnet, dass 
es sich urn eine pluripotente oder multipotente embryonale, fotale, ne- 
onatale oder adulte Stammzelle handelt. 

(xxxiii) Verfahren zur Erzeugung transgener nicht-humaner Saugetiere nach 
(xxii) enthaltend folgende Schritte: 

a. Einbringen in mindestens eine Oocyte, eine Stammzelle, eine Vorlaufer- 
zelle und/oder eine immortalisierte Zelle eines nicht-humanen Saugetieres 
einerseits mindestens eine Nukleinsaure, insbesondere nach einem 
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(vii)-(xiii), kodierend fur ein Fusionsprotein und/oder mindestens einen 
Vektor, insbesondere nach (xv), enthaltend mindestens eine genannte Nuk- 
leinsaure, wobei das Fusionsprotein ein WiIdtyp-IL-15 und ein Fc- 
Fragment enthalt, und andererseits mindestens ein geeignetes Transfekti- 
ons-Markergen, 

b. Selektionieren der transfektierten Zelle aus Schritt a,, 

c. Einbringen der nach Schritt b. selektierten Zelle in mindestens eine nicht- 
humane Saugetier-Blastozyte, 

d. Einbringen der Blastozyte aus Schritt c. in eine nicht-humane Saugetier- 
Pflegemutter und 

e. Identifizierung des sich aus genannter Blastozyte entwickelten transgenen 
nicht-humanen Saugetiers. 

(xxxiv) Verfahren nach (xxxiii), dadurch gekennzeichnet, dass es sich um eine 
15 pluripotente oder multipotente embryonale, fotale, neonatale oder a- 

dulte Stammzelle handelt. 

(xxxv) Transgenes nicht-humanes Saugetier, dadurch gekennzeichnet, dass es 
nach dem Verfahren nach einem (xxxiii) oder (xxxiv) erzeugt wurde. 

(xxxvi) Transgenes nicht-humanes Saugetier, dadurch gekennzeichnet, dass es 
ein Nachkomme des Saugetieres nach (xxxv) ist. 

(xxxvii) Verwendung eines transgenen nicht-humanen Saugetiers nach min- 
25 destens einem (xxii), (xxxv) oder (xxxvi) zur Gewinnung einer Zelle, 

eines organspezifischen Gewebes und/oder eines Saugetierorgans fiir 
die Alio- und/oder Xenotransplantation. 

(xxxviii) Verwendung eines transgenen nicht-humanen Saugetiers nach ei- 
30 nern (xxii), (xxxv) oder (xxxvi), eines humanen oder tierischen organ- 
spezifischen Gewebes und/oder eines humanen oder tierischen Sauge- 
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tierorgans nach (xxi) zum Auffmden von pharmakologisch aktiven 
Wirkstoffen und/oder zur Identifizierung von toxischen Substanzen. 

Beispiele 
Reaeenzien 

Reagenzien wie Zellkulturmedien, Enzyme, etc. wurden, wenn nicht anders ver- 
merkt, bei Invitrogen (vonnals Gibco BRL/Life Technologies), Paisley, UK, be- 
zogen, Laborchemikalien bei Roth (Karlsruhe, DE). 

Fteis piftl 1 : Austaus ^h der Signalsequenz 

Ausgegangen wurde von einem Plasmid, das im Vektor pSecTagA (Invitrogen, 
Paisley, UK) die cDNA eines Fusionsproteins aus einem mutierten humanen IL- 
15 und einem murinen IgG2a-Fc-Teil (Hinge-C2-C3, Kim et al. 1998, supra) ent- 
hielt. Die Fusion von IL-15 mit dem Fc-Teil erfolgte iiber eine BamHI- 
Schnittstelle wodurch am Ubergang eine zusatzliche Aminosaure (Aspartat) ein- 
gefiigt wurde. 

Im IL-15 waren an den Positionen 149 und 156 (entspricht den Positionen 101 
und 108 nach Abspalten der Signalsequenz) zwei Glutaminreste zu Aspartat mu- 
tiert worden urn eine Bindung des Proteins an die alpha-Untereinheit des IL-15 
Rezeptors zu ermoglichen, jedoch die Signaltransduktion iiber die beta- und 
gamma-Untereinheit zu verhindem. Vom humanen IL-15 war die native, wenig 
effiziente Signalsequenz entfernt worden und entsprechend die trunkierte cDNA 
25 iiber die Schnittstellen Hindlll und Xbal in den pSecTagA-Vektor kloniert wor- 
den, so dass der im Plasmid vorliegende Ig-kappa-Leader als Sekretionssignal 
genutzt werden konnte. Zwischen dem im Plasmid vorliegenden Ig-kappa-Leader 
und dem Beginn der IL15-Sequenz lagen klonierungsbedingt 10 zusatzliche A- 
minosauren vor. Urn diese zu entfernen und urn moglicherweise die Sekretion des 
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Proteins zu verbessern, wurde der Ig-kappa-Leader gegen Signalsequenzen ver- 
schiedener anderer Proteine ausgetauscht Dabei kann neben dem ursprunglichen 
Ig-kappa-Leader bei dem nur die zusatzlichen Aminosauren entfernt wurden, al- 
ternativ die Leadersequenzen von humanem IL-2, MCP-1, CD4 und CD5 einklo- 
5 niert werden. 



Beisoiel 2: Vorbereitung des pSecTagA-Plasmids 

Da die Klonierung der Signalsequenz uber eine singulare Nhel-Schnittstelle, wel- 
che in 5'-Richtung des ATG-Startcodons der Leadersequenz liegt, und eine im 5'- 
10 Bereich der IL-15-Sequenz liegende Bglll-Schnittstelle erfolgen sollte, wurde 
zunachst eine weitere Bglll-Schnittstelle aus dem Vektor pSecTagA entfernt. Da- 
zu wurde der Vektor pSecTagA ohne Insert mit Bglll geschnitten (Ansatz: 9 pg 
DNA, 4 pi 1 Ox Puffer 2, 26 pi Wasser, 4 pi Bglll (40 Units) in insgesamt 40 pi, 
Inkubation fur 2 h bei 37°C). 

15 

Die DNA wurde uber eine Pharmacia S400 Microspin-Saule (Amersham- 
Pharmacia, Freiburg) von Enzym und Puffer gereinigt 40 pi des Ansatzes wur- 
den mit 5 pi lOx PCR-Puffer (Taq-Core-Kit, Qiagen, Hilden), 2 pi dNTPs (10 
mM each, Taq-Core-Kit, Qiagen), 2 pi Wasser und 1 pi (4 Units) DNA Polymera- 

20 se I (Klenow Fragment) versetzt und fur 1 h bei 37°C inkubiert um die Bglll- 
Schnittstelle aufzufullen. AnschlieBend wurde das Plasmid auf ein 1% Agarosegel 
aufgetragen und die Bande mit Hilfe des Concert Rapid-Gel-Extraction Systems 
aus dem Gel eluiert. Der gesamt Ansatz wurde in 100 pi Wasser aufgenommen. 
7,5 pi davon wurden zusammen mit 7,5 pi Wasser, 4 pi 5x T4-Ligase-Puffer und 

25 1 pi T4-Ligase (1U) fur lh bei Raumtemperatur ligiert. Die Halfte des Ligation- 
sansatzes wurde nach den Angaben des Herstellers in E.coli XL1 Blue (Stratage- 
ne, La Jolla, USA) transformiert. 
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In das so entstandene Plasmid wurde das gesamte Insert des oben genannten 
Plasmids: Ig-kappa-Leader + 10 zusatzliche Aminosauren-mutIL-15-mIgG2a iiber 
die Schnittstellen Nhel und Xbal wieder einkloniert. Anschliefiend wurde der ur- 
spriingliche Ig-kappa Leader + 10 Aminosauren + S'JL-15 Teil iiber einen 
Nhel/Bglll-Schnitt entfernt und durch eine Oligonukleotidklonierung durch die 
oben genannten Signalsequenzen ersetzt. 



10 



15 



20 



25 



Reis piel 3: KV.r.ierung de * T?~kappa-Leaders 

Das Fragment lautete wie folgt: 5'-NheI-Leader-IL-15-3' mit einer Bglll Schnitt- 
stelle im 5'-Abschnitt des IL-15 . Da dieses Fragment zu lang war, urn durch ein 
einziges Oligonukleotid abgedeckt zu werden, wurden zwei iiberlappende Oligos 
und deren komplementare Strange (insgesamt 4 Oligonukleotide) bei MWG- 
Biotech (Ebersberg) bezogen (Sequenz der Oligonukleotide s.u.). Die einzelstran- 
gigen Oligonukleotide wurden so gewahlt, dass bereits uberhangende Enden zum 
Klonieren in die entsprechenden Restriktionsschnittstellen (Nhel, Bglll) vorlagen. 
Die Oligonukleotide wurden zunachst phosphoryliert. Dazu wurden 10 pg jedes 
Oligos in einem 20 pi Ansatz mit 2 pi lOx Forward-Puffer und 1 pi T4- 
Polynukleotidkinase (10 U) fur 1 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden a- 
quimolare Mengen von jeweils Strang- und Gegenstrang-Oligo durch Erhitzen auf 
95°C und langsames Abkuhlen auf Raumtemperatur annealt. Vor dem Klonieren 
in den Vektor wurden die doppelstrangigen Oligonukleotide uber Nacht ligiert. Es 
wurden jeweils 5 pi der 5'-und 3'- doppelstrangigen Oligos + 4 pi 5x T4-Ligase- 
Puffer + 5 pi Wasser + 1 pi T4-Ligase (1 U) iiber Nacht bei 4°C inkubiert. An- 
schlieBend wurde der Ligationsansatz auf einem 2 % Agarosegel aufgetrennt und 
Oligodimere mit Hilfe des Concert Rapid-Gel-Extraction Systems aus dem Gel 
eluiert und im Endvolumen von 40 pi aufgenommen. Die Oligodimere wurden 
dann in die Klonierung eingesetzt: Es wurde iiber Nacht bei 12°C ligiert (10 pi 
Oligodimer, 4 pi 5x T4-Ligase-Puffer, 4 pi Wasser, 1 pi Nhel/Bglll geschnittenes 
Plasmid, 1 pi T4-Ligase (1 U)). Von einem 20 pi -Ligationsansatz wurden 5 pi in 
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die Transformation von E.coli-XLIO-Gold (Stratagene, nach Anleitung des Her- 
stellers) eingesetzt. 

5 Sequenzen der Ig-kappa-Oligonukleotide: 
5 Ig-kappa fwd 

ctagccaccatggagacagacacactcctgctatgggtactgctgctctgggttccaggttccactggtgacaa 

komplementar Ig-kappa rev: 
slO ccagttgtcaccagtggaacctggaacccagagcagcagtacccatagcaggagtgtgtctgtctccatggtgg 

zweites Forward Oligo 3'-IL-15 fwd LI: 
ctgggtgaatgtaataagtgatttgaaaaaaattga 

1 5 komplementar IL- 1 5 rev 1 . 1 

gatcttcaatttttttcaaatcacttattacattcac 

Nach Annealing und Ligation ergibt sich das folgende Fragment: 

5'-Nhel-Ig-kappa-Leader-Il-15-BglII-3' mit der Sequenz (doppelstrangig) 

20 5 ' - CTAGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGG 
TTCCAGGTTCCACTGGTGACAACTGGGTGAATGTAATAAGTGATTTGAAAAAAAT 
TGAA-3 ' 

komplementar : 

25 3 ' - GGTGGTACCTCTGTCTGTGTGAGGAGCATACCC ATGACGACGAGACCC AAGG 
TCCAAGGTGACCACTGAAGACCCACTTACATTATTCACTAAACTTTTTTTAACTT 
CTAG-5' 
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Eriauterung: 

kursiv+unterstrichen: Schnittstellen Nehlll bzw. Bglll; fett gedruckt: Ig-kappa- 
Leader. 

5 Die erhaltenen Klone wurden in der Miniprep (QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen, 
Hilden) auf ihr Restriktionsmuster hin untersucht. Dazu wurde ein Dreifachverdau 
mit Nhel/Bglll (Restriktionsenzyme, die direkt den eingesetzten Leader wieder 
ausschneiden) und Xbal (schneidet 3' des Fc-Teils) durchgefiihrt. 

Die DNA postiven Klone wurde iiber den Qiagen-Endofree-Maxi-Kit nach den 
10 Angaben des Herstellers isoliert und bei GATC (Konstanz) sequenziert. Das so 
entstandene Plasmid (mutIL-15 101/1 08)-mIgG2a mit bereinigtem Ig-kappa- 
Leader wurde Igk8 genannt. 

Genauso wie fur das beschriebene Ig-kappa-Konstrukt wurde auch fur die anderen 
Leader verfahren. 

15 

Beispiel 4 Herstellung der Konstrukte: WT-Fc und 149-Fc: 

Ausgehend vom oben beschriebenen Plasmid Igk8 wurde mittels PCR mit Hilfe 
eines Forward-Primers mit Bglll-Schnittstelle am 5'-Ende (IL-15fw3.1: 5'- 
attgaagatcttattcaatctatgc-3 ') und entsprechender 3 '-Reverse-Primer (WT: 5 '- 
20 ggatccgaagtgttgatgaacatttggacaatatgtacaaaactctgcaaaaattc-3'), (149: 5'- gggatcc- 
gaagtgttgatgaacatttgga-3 ') die Einzelmutanten hergestellt. 

Als Template fur die PCR-Reaktion wurden pro 25 pl-Ansatz 10 ng mutlL- 
15(101, 108)-murin Fc-Plasmid sowie jeweils 25 pmole Primer, 0,5 pi dNTPs 
(Taq-Core-Kit, Qiagen) und 2,5 pi lOx PCR-Puffer, 0,9 U Taq Polymerase (Ex- 

25 pand High-Fidelity-System, Roche, Mannheim) eingesetzt Die DNA wurde in 30 
Zyklen unter den Bedingungen: 45 Sekunden Denaturierung bei 95 °C, 60 Sekun- 
den Annealing bei 60 °C und 45 Sekunden Synthese bei 72°C amplifiziert, an- 
schlieBend iiber ein Agarose-Gel aufgereinigt, die PCR-Bande aus dem Gel eiuiert 
und in 50 pi TE-Puffer aufgenommen. 25 pi des Ansatzes wurden mit 3 pi 

30 lOxPuffer 3 und jeweils 15 U BamHI und Bglll versetzt und fur 1 Stunde bei 
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37°C inkubiert Die DNA wurde fiber eine Pharmacia Microspin S400 Saule auf- 
gereinigt. Aus dem Plasrnid Igk8 wurde der IL-15-Anteil mit Doppelmutation 
ebenfalls durch einen Doppelverdau Bglll/BamHI ausgeschnitten und durch den 
IL-15-Teil mit Einzelmutation oder Wildtypsequenz ersetzt. Die Identitat der 
5 Plasmide wurde durch Sequenzierung verifiziert. 

Beispiel 5: Herstellung von Protein: 

Durch transiente Transfektion von HEK293-Zellen (ATCC, Manassas, USA) 
wurden die Proteine der Einzelmutanten hergestellt: Dazu wurden pro 150cm 2 

10 Platte 60 pi Lipofectamin2000 in 2 ml Optimem 1 -Medium- und 30 pg Plasmid- 
DNA (IgK8, WT-Fc, 149-Fc) ebenfalls in 2 ml Optimem 1-Medium verdiinnt. Die 
beiden Losungen wurden gemischt und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
AnschlieBend wurde das DNA/Liposomen-Gemisch auf zu ca. 80% konfluente 
150cm 2 HEK-293-Platten ins Zellkulturmedium (Dulbecco's MEM+Glutamax+ 

15 10%FCS+1% Pen/Strep) gegeben. Nach einem Tag wurde ein Mediumwechsel 
gegen Ultraculture-Medium (Biowhittaker, Verviers, Belgien) durchgefiihrt und 

■ anschliefiend das Zellkulturmedium fixr 4 Tage auf den Zellen belassen. Der Zell- 
kulturiiberstand wurde gesammelt, uber einen Faltenfilter (Schleicher und Schiill, 
Dassel) gegeben urn die groben Zellbestandteile zu entfemen, dann iiber einen 2 

20 pm-Bottle Top-Filter (Nalgene-Nunc, Wiesbaden) sterilfiltriert und das IL-15-Fc- 
Fusionsprotein mittels Aufreinigung uber Protein-A-Sepharose isoliert. Dazu 
wurden pro Liter Zellkulturiiberstand 0,4 ml in Waschpuffer (20 mM Tris/HCl, 
pH 8,5, 130 mM NaCl) gequollene Protein A-Sepharose (Amersham-Pharmacia, 
50% v/v in Waschpuffer) zugegeben und der Ansatz bei 4°C iiber Nacht in einem 

25 Uberkopfschuttler geschiittelt. Die ProteinA-Sepharose wurde in einer leeren 
Chromatographie-Saule aufgefangen und mit mindestens 150 ml Waschpuffer 
gewaschen. Das Protein wurde von der Saule mit 0,1 M Glycin pH 2,5 in 1 ml 
Fraktionen eluiert und sofort mit 60 pi 1M Tris/HCl, pH 9,5 neutralisiert. Das 
Protein wurde gegen PBS-Puffer dialysiert und sterilfiltriert. Im BCA-Assay 

30 (Pierce, Rockford, USA) wurde die Konzentration des Proteins bestimmt und 
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mittels Silbergel und Western Blot (Erstantikorper: monoklonaler Maus anti- 
human IL-15, BD Biosciences Pharmingen, San Diego USA, Zweitantikorper: 
POD-Goat anti Maus, Dianova, Hamburg) Reinheit und Identitat uberpruft An- 
schliefiend wurde die Funktionalitat des Proteins im Proliferationsassay unter- 
5 sucht. 

Beispiel 6: Proliferationsassay: 

CTLL-2 Zellen (ATCC) sind murine cytotoxische T-Zellen, deren Proliferation 
abhangig von IL-15 oder IL-2, ist und die daher als Indikatoren fiir die proliferati- 
10 onsinhibierende Wirkung antagonistischer Proteine dienen konnen. Die Zellen 
wurden in einem Medium kultiviert, das aus RPMI1640-Medium + 10% hitzein- 
aktiviertem fotalem Kalberserum (FCS) + 1% Pen/Strep + 20% Rat T-Stim with 
ConA (Becton Dickinson Labware, Bedford, USA), einem Gemisch verschiede- 
ner Wachstumsfaktoren, besteht. 

15 Fiir das Ansetzen eines Proliferationsassays wurden die Zellen von restlichen, fiir 
die Kultur der Zellen notigen Wachstumsfaktoren befreit, indem sie zweimal mit 
Zellkulturmedium (RPMI 1 640+1 0%FCS+l%Pen/Strep) gewaschen und dann 
auch in diesem Medium aufgenommen wurden. Dazu wurden die Zellen bei 349g 
fur 5 min zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wieder in 

20 Zellkulturmedium aufgenommen. Der Zentrifiigationsschritt wurde wiederholt. 

Der Assay erfolgte in Flachboden 96 well-Platten und es wurden pro well 150pl 
Medium mit 3xl0 4 Zellen/well eingesetzt. Fiir die Negativkontrolle erhielten die 
Zellen nur Medium mit 10% FCS, ohne zusatzliche Faktoren. Die Positivkontrolle 
enthielt zusatzlich rekombinantes humanes IL-15 (R&D Systems, Minneapolis, 
25 USA) in einer eine halbmaximale Proliferation der Zellen zulassenden Konzentra- 
tion (z.B. 12,5 pg/well). Negativ- und Positivkontrolle wurden jeweils in 6-fach- 
Ansatzen pipettiert. 

Zur Bestimmung der proliferationsinhibierenden Wirkung der oben genannten 
neuen IL-15-Fc Varianten wurden die Zellen wie fur die Positivkontrolle be- 
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schrieben mit rekombinantem IL-15 versetzt und erhielten zusatzlich gereinigtes 
Protein der Doppelmutante 101/108 ausgehend von Igk8, des Wildtyp-Proteins 
(WT-Fc) oder der Einzelmutante (149-Fc). Es wurde dabei als hochste Konzentra- 
tion 2 pg pro well eingesetzt und weiter jeweils 1:2 Verdunnungen (1 pg, 0,5 pg, 

5 0,25 pg, 0,125 pg, etc.). Zur Kontrolle wurden in denselben Konzentrationen die 
folgenden verwandten Proteine eingesetzt: als unspezifischer Antikorper wurde 
mIgG2a (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA) eingesetzt, zudem wurde 
IL-2-Fc, das einen nicht-mutierten Cytokin-Anteil enthalt und somit die Prolifera- 
tion der Zellen stimulieren sollte sowie CTLA4-Fc eingesetzt, ebenfalls ein struk- 

10 turell verwandtes Fusionsprotein, das jedoch die Proliferation nicht beeinflussen 
sollte. Beide letztgenannten Proteine wurden bei Chimerigen (Allston, USA) be- 
zogen. Alle Ansatze wurden in Triplikaten pipettiert. 

Die Zellen wurden fur 44 ± 2 Stunden bei 37°C im C0 2 -Brutschrank inkubiert 
und anschlieBend wurde die Proliferation mit Hilfe des XTT-Cell Proliferation 
15 Kits (Roche) nach den Angaben des Herstellers bestimmt. Dazu wurden die bei- 
den Komponenten des Kits im Verhaltnis 1:50 gemischt (d.h., 75 pi XTT- 
Labelling-Reagenz + 1,5 pi Electron Coupling Reagenz). Pro well wurden 75 pi 
der Mischung zugegeben und die Platte nach einer Inkubation fur 4 Stunden bei 
37°C im C02-Inkubator im ELISA-Reader bei 490 gegen 690 nm gemessen. 

20 

Das Ergebnis ist in Figur 23 dargestellt: 

WT-Fc, 149-Fc und Protein der Doppelmutante 101/108 (Plasmid Igk8) zeigen 
eine inhibierende Wirkung auf die IL-15 vermittelte Proliferation von CTLL-2 
Zellen. IL-2-Fc und IgG2a zeigen eine eher proliferationsfordernde Wirkung. 

25 Neg: die Zellen wurden ohne rekombinantes humanes IL-15 kultiviert. 

Pos: die Zellen erhielten 12,5 pg/well rekombinantes humanes IL-15. 

Alle Zellen der weiteren Ansatze erhielten 12,5 pg/well rekombinantes humanes 
IL-15 + das angegebene Protein in den Konzentrationen (von links nach rechts): 2 



2004035622A2 I > 



WO 2004/035622 



PCT/CH2003/000666 



-43 



W5, 1 H8. 0,5 Pg, 0,25 m. 0,125 pg, 0,0625 W CTLA4-Fc zeigte keine Wirkung, 
ajle Werte lagen im Bereich der Positivkontrolle (Daten nicht gezeigt). 
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Patentanspruche 



10 



1. Fusionsprotein aus einem Wildtyp-IL-15 und einem IgG-Fc-Fragment, mit 
Ausnahme eines murinen IgG2b-Fc-Fragments. 

2. Fusionsprotein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das IgG- 
Fc-Fragment ein humanes oder murines IgGl, ein humanes IgG2, ein mu- 
rines IgG2a, ein humanes oder murines IgG3 oder ein humanes IgG4 ist 

3. Fusionsprotein nach Anspruch 1 oder 2 enthaltend die Aminosauresequenz 
SEQ ID NO:l oder eine allelische Variante davon. 



4. Fusionsprotein nach Anspruch 1 oder 2 enthaltend die Aminosauresequenz 
15 SEQ ID NO:2 oder eine allelische Variante davon. 

5. Fusionsprotein nach Anspruch 1 oder 2 enthaltend die Aminosauresequenz 
SEQ ID NO:3 oder eine allelische Variante davon. 

20 6. Fusionsprotein nach Anspruch 1 oder 2 enthaltend die Aminosauresequenz 

SEQ ID NO:4 oder eine allelische Variante davon. 

7. Fusionsprotein nach Anspruch 1 oder 2 enthaltend die Aminosauresequenz 
SEQ ID NO:5 oder eine allelische Variante davon. 

25 

8. Nukleinsaure kodierend fur ein Fusionsprotein nach mindestens einem der 
Anspruche 1 bis 7. 

9. Nukleinsaure nach Anspruch 8 enthaltend die DNA-Sequenz SEQ ID 
30 NO:6. oder eine allelische Variante davon. 
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10. Nukleinsaure nach Anspruch 8 enthaltend die DNA-Sequenz SEQ ID 
NO:7. oder eine allelische Variante davon. 

11. Nukleinsaure nach Anspruch 8 enthaltend die DNA-Sequenz SEQ ID 
5 NO:8. oder eine allelische Variante davon. 

12. Nukleinsaure nach Anspruch 8 enthaltend die DNA-Sequenz SEQ ID 
NO:9. oder eine allelische Variante davon. 

10 13. Nukleinsaure nach Anspruch 8 enthaltend die DNA-Sequenz SEQ ID 

NO: 10. oder eine allelische Variante davon. 

14. Fusionsprotein kodiert von einer Nukleinsaure nach einem der Anspruche 
9-13. 

15 

15. Vektor enthalten mindestens eine Nukleinsaure nach mindestens einem der 
Anspruche 8 bis 14. 

16. Zelle enthaltend mindestens eine Nukleinsaure nach mindestens einem der 
20 Anspruche 8 bis 14 und/oder mindestens einen Vektor nach Anspruch 1 5 . 

17. Zelle nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei der Zel- 
le um eine Stammzelle, eine Vorlauferzelle und/oder eine immortalisierte 
Zelle handelt. 

25 

18. Zelle nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um eine 
pluripotente oder multipotente embryonale, fotale, neonatale oder adulte 
Stammzelle handelt. 

30 19. Zelle nach mindestens einem der Anspruche 16 bis 18 in Form einer Zell- 

linie. 
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20. Arzneimittel enthaltend mindestens ein Fusionsprotein nach einem der 
Anspriiche 1 bis 7 und 14, mindestens eine Nukleinsaure nach einern der 
Anspriiche 8 bis 13, mindestens einen Vektor nach Anspruch 15 und/oder 

5 mindestens eine Zelle nach einem der Anspriiche 16 bis 18 und geeignete 

Hilfs- und/oder Zusatzstoffe. 

21. Humanes oder tierisches organspezifisches Gewebe und/oder humanes o- 
der tierisches Saugetierorgan enthaltend mindestens ein Fusionsprotein, 

10 insbesondere nach einem der der Anspriiche 1-7 und 14, mindestens eine 

Nukleinsaure kodierend fur das genannte Fusionsprotein, insbesondere 
nach einem der Anspriiche 8-13, mindestens einen Vektor enthaltend min- 
destens eine genannte Nukleinsaure, insbesondere nach Anspruch 15, 
und/oder mindestens eine Zelle, insbesondere nach einem der Anspriiche 

15 16-18, enthaltend mindestens eine genannte Nukleinsaure und/oder min- 

destens einen genannten Vektor, wobei das Fusionsprotein ein Wildtyp- 
IL-15 und ein Fc-Fragment enthalt. 

22. Transgenes nicht-humanes Saugetier enthaltend mindestens ein Fusions- 
20 protein, insbesondere nach einem der Anspriiche 1-7 und 14, mindestens 

eine Nukleinsaure kodierend fur das genannte Fusionsprotein, insbesonde- 
re nach einem der Anspriiche 8-13, mindestens einen Vektor, insbesondere 
nach 

Anspruch 15, enthaltend mindestens eine genannte Nukleinsaure und/oder 
25 mindestens eine Zelle, insbesondere nach einem der Anspriiche 16-18, 

enthaltend mindestens eine genannte Nukleinsaure und/oder mindestens 
einen genannten Vektor, wobei das Fusionsprotein ein Wildtyp-IL-15 und 
ein Fc-Fragment enthalt. 

30 23. Verwendung eines Fusionsproteins, insbesondere nach einem der Ansprii- 

che 1-7 und 14, einer Nukleinsaure, insbesondere nach einem der Ansprii- 
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che 8-13 eines Vektors, insbesondere nach einem Anspruch 15, und/oder 
einer ZeUe, insbesondere nach einem der Anspriiche 16-18, wobei das Fu- 
sionsprotein ein Wildtyp-IL-15 nnd ein Fc-Fragment enthalt oder ernes 
humanen oder tierischen organspezifischen Gewebes und/oder ernes hu- 
manen oder tierischen Saugetierorgans nach Anspruch 21 zur Herstellung 
eines Medikamtentes zur Inhibierung eines IL-15 vermittelten zellularen 
Ereignisses. 

24 Verwendung eines Fusionsproteins, insbesondere naeh einem der Anspru- 
ohe 1-7 und 14, einer Nukleinsaure, insbesondere naeh einem der Anspru- 
ehe 8-13 eines Vektors, insbesondere naeh Ansprneh 15, und/oder emer 
ZeUe insbesondere nach einem der Anspruche 16-18, wobei das Fusrons- 
protein ein Wildtyp-IL-15 und ein Fo Fragment enthalt oder eines huma- 
nen oder .ierisehen organspezifischen Gewebes und/oder eines humanen 
oder tierischen SSugetierorgans naeh Anspruch 21, zur Herstellung eines 
Medikamentes zur Inhibierung der Interaktion eines IL-15 mil seinem Re- 
zeptor. 

25 Verwendung ernes Fusionsproteins, insbesondere nach einem der Ansprii- 
, 0 che 1-7 und 14, einer Nukleinsaure, insbesondere nach einem der Anspru- 

che 8-13 eines Vektors, insbesondere nach einem Anspruch 15, und/oder 
einer Zelle, insbesondere nach einem der Anspruche 16-18, wobei das Fu- 
sionsprotein ein Wildtyp-IL-15 und ein Fc Fragment enthalt, zur Herstel- 
,ung eines Medikamentes zur Lyse von ZeUen, die einen lL-15-Rezeptor 
25 exprimieren. 

26 Verwendung eines Fusionsproteins, insbesondere nach einem der Anspru- 
che 1-7 und 14, einer Nukleinsaure, insbesondere nach einem der Anspru- 
che 8-B eines Vektors, insbesondere nach Anspruch 15, und/oder janer 
Zelle, insbesondere nach einem der Anspruche 16-18, wobei das Fus.ons- 
protein ein Wildtyp-IL-1 5 und ein Fc Fragment enthalt oder eines huma- 
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nen oder tierischen organspezifischen Gewebes und/oder eines humanen 
oder tierischen Saugetierorgans nach Anspruch 21, zur Herstellung eines 
Medikamentes zur Prophylaxe und/oder Therapie von Transplantations- 
folgeerkrankungen und/oder Autoimmunerkrankungen. 

5 

27. Verwendung eines humanen oder tierischen organspezifischen Gewebes 
und/oder humanen oder tierischen Saugetierorgans nach Anspruch 21 zur 
Transplantation in ein humanes oder tierisches Saugetier. 




28. Verwendung nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um 
eine Auto-, Alio- oder Xenotransplantation handelt. 

29. Verfahren zur Herstellung eines Fusionsproteins nach mindestens einem 
der Anspriiche 1 bis 7 und 14 enthaltend folgende Schritte: 

a. Einbringen mindestens einer Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 8 bis 
13 und/oder mindestens eines Vektors nach Anspruch 15 in eine Zelle, und 

b. Expression der Nukleinsaure unter geeigneten Bedingungen. 

30. In vzYra-Verfahren zur Herstellung eines humanen oder tierischen organ- 
spezifischen Gewebes und/oder humanen oder tierischen Saugetierorgans 
nach Anspruch 21 enthaltend die folgenden Schritte: 

a. Einbringen in mindestens eine Stammzelle, eine Vorlauferzelle und/oder 
eine immortalisierte Zelle eines humanen oder tierischen organspezifi- 
schen Gewebes und/oder humanen oder tierischen Saugetierorgans zum 
einen mindestens eine Nukleinsaure kodierend fur ein Fusionsprotein, wo- 
bei das Fusionsprotein ein Wildtyp-IL-15 und ein Fc Fragment enthalt 
und/oder mindestens einen Vektor enthaltend mindestens eine genannte 
Nukleinsaure, insbesondere nach einem der Anspriiche 8-13, und zum an- 
deren mindestens ein geeignetes DifFerenzierungs-Markergen, 

b. Differenzierung der Zelle aus Schritt a., 

c. Selektionieren der differenzierten Zelle aus Schritt b. und 
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d. Einbringen der selektionierten Zelle aus Schritt c. in ein humanes oder tie- 
risches organspezifisch.es Gewebe und/oder in ein humanes oder tierisches 
Saugetierorgan. 

i 31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass nach, vor oder 
gleichzeitig mit Schritt a. mindestens ein geeigneten Transfektions- 
Markergen eingebracht wird und nach Schritt a. vorzugsweise die trans- 
fektierte Zelle aus Schritt a. selektioniert wird. 

0 32. Verfahren nach einem der Anspriiche 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich um eine pluripotente oder multipotente embryonale, fotale, 
neonatale oder adulte Stammzelle handelt. 

33. Verfahren zur Erzeugung transgener nicht-humaner Saugetiere nach 
1 5 Anspruch 22 enthaltend folgende Schritte: 

a. Einbringen in mindestens eine Oocyte, eine Stammzelle, eine Vorlaufer- 
zelle und/oder eine immortalisierte Zelle eines nicht-humanen Saugetieres 
einerseits mindestens eine Nukleinsaure, insbesondere nach einem der An- 
spriiche 8-13, kodierend fur ein Fusionsprotein und/oder mindestens einen 
Vektor, insbesondere nach Anspruch 15, enthaltend mindestens eine ge- 
nannte Nukleinsaure, wobei das Fusionsprotein ein Wildtyp-IL-15 und ein 
Fc-Fragment enthalt, und andererseits mindestens ein geeignetes Transfek- 

tions-Markergen, 

b. Selektionieren der transfektierten Zelle aus Schritt a., 

c. Einbringen der nach Schritt b. selektierten Zelle in mindestens eine nicht- 
humane Saugetier-Blastozyte, 

d. Einbringen der Blastozyte aus Schritt c. in eine nicht-humane Saugetier- 

Pflegemutter und 

e. Identifizierung des sich aus genannter Blastozyte entwickelten transgenen 
30 nicht-humanen Saugetiers. 
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34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um ei- 
ne pluripotente oder multipotente embryonale, fotale, neonatale oder adul- 
te Stammzelle handelt 

35. Transgenes nicht-humanes Saugetier, dadurch gekennzeichnet, dass es 
nach dem Verfahren nach einem der Anspriiche 33 oder 34 erzeugt wurde. 

36. Transgenes nicht-humanes Saugetier, dadurch gekennzeichnet, dass es ein 
Nachkomme des Saugetieres nach Anspruch 35 ist. 

37. Verwendung eines transgenen nicht-humanen Saugetiers nach mindesteris 
einem der Anspriiche 22, 35 oder 36 zur Gewinnung einer Zelle, eines or- 
ganspezifischen Gewebes und/oder eines Saugetierorgans fur die Allp- 
und/oder Xenotransplantation. 



38. Verwendung eines transgenen nicht-humanen Saugetiers nach einem der 
Anspriiche 22, 35 oder 36, eines humanen oder tierischen organspezifi- 

? : . schen Gewebes und/oder eines humanen oder tierischen Saugetierorgans 

nach Anspruch 21 zum Auffmden von pharmakologisch aktiven Wirkstof- 

20 fen und/oder zur Identifizierung von toxischen Substanzen. 
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5 Figur 1 a: 

Aminosauresequenz WT-IL-1 5-hIgGl : 

.^ISDLKKTEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTM.KCFLLELQVISLESG 
DAS IHDTVENLI ILANNSLS SNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQS vHIVQMF 

10 INTSDPKS ADKTHTCPPCPAPELLGGP SVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVWDV 
SHEDPEVKFNV^GVEVHNAKTKPREEQYNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKC 

KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSD 

XAVEWESNGQPE^TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEA 

LHNHYTQKSLSLSPGK 

15 



Figur 1 b: 

Aminosauresequenz WT-IL-1 5-mIgG2a: 

20 NWV^ISDLKKTEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESG 
' ' DASIHDTVENLIILANNSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMF 
XNTSDPRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVTCVWD 
VSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRWSALPIQHQDWMSGKEFK 
CKVNNKDLPAPIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPE 

25 DI YVEWTNNGKTELNYKNTEPVLDSDGS YFMY S KLRVEKKNWVERNS Y SC SWHE 

GLHNHHTTKSF SRTPGK 
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5 Figur 2 a: 

Aminosauresequenz WT-IL-15: 

ISnrJVNVISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQVISLESG 
DASIHDTVENLIILAl^JNSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLQSFVHIVQMF 
10 INTS 



Figur 2 b: 

Aminosauresequenz hlgGl: 

15 

PKSADKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVWDVSHEDP 
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRWSVIi 

ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW 
ESNGQPEIXnxreKTTPPVLDSDGSFFLYSK^ 
20 TQKSLSLSPGK 



Figur 2 c: 

Aminosauresequenz mIgG2a: 

25 

PRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVTCVWDVSEDD 
PDVQISWFVN1WEVHTAQTQTHREDYN 

KDLPAPIERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIYVE 
WTNNGKTEL1STCKNTEPVLDSDGSY 
30 HTTKSFSRTPGK 
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5 Figur 3 a: 

Aminosauresequenz Igk8 

NWV3WISDLKKIEDLIQSMHIDATLYTESDVHPSCKVTAMKCFLLELQV 
DASIHDTVENLIILAftnKTSLSSNGWTES 

10 INTSDPRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSWIFPPKIKDVLMISLSPIVTCVVVD 
VSEDDPDVQISWFVlSnSIVEVHTAQTQTHREDYNSTLRWSALPIQHQDWMSGKEFK 
CKWNKDLPAPIERTISKPKGS 
DIYVEWTNNGKTELNYKNTEPVL 
GLHNHHTTKSFSRTPGK 

15 

Figur 3 b: 

Aminosauresequenz 149-Fc 

20 IXTftTVlWISDLKK 

DASIHDTVENLIILANNSLSSNGNVTESGCKECEELEEKNIKEFLDSFVHIVQMF 
INTSDPRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVTCWVD 
VSEDDPDVQISWFVN1STVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQ 
CKVNNKDLPAPIERTISKPKGSVRAPQ 

25 DIYVEWTl^GKTELNYKNTEPV^ 
GLHNHHTTKSFSRTPGK 
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5 Figur4: 

Nukleinsauresequenz WT-IL-1 5-hIgGl : 

AACTGGGTGAATGTAATAAGTGATTTGAAAAAAACCGAAGATCTTATTCAATCTA 
TGCATATTGATGCTACTTTATATACGGAAAGTGATGTTCACCCCAGTTGCAAAGT 

10 AACAGCAATGAAGTGCTTTCTCTTGGAGTTACAAGTTATTTCACTTGAGTCCGGA 
GATGCAAGTATTCATGATACAGTAGAAAATCTGATCATCCTAGCAAACAACAGTT 

* TGTCTTCTAATGGGAATGTAACAGAATCTGGATGCAAAGAATGTGAGGAACTGGA 
GGAAAAAAATATTAAAGAATTTTTGCAGAGTTTTGTACATATTGTCCAAATGTTC 
ATCAACACTTCGGATCCCAAATCTGCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCC 

1 5 CAGC ACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCGCCCC AAAAGCC AA 
GGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTG 
AGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGC 
ATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGT 
CAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGC 

20 AAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCA 
AAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCT 
GACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGAC 
ATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGC 
CTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGA 

25 CAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCT 
CTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGATCTA 
GA 
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5 Figur 5: 

Nukleinsauresequenz WT-IL-1 5-mIgG2a: 

AACTGGGTGAATGTAATAAGTGATTTGAAAAAAATTGAAGATCTTATTCAATCTA 
TGCATATTGATGCTACTTTATATACGGAAAGTGATGTTCACCCCAGTTGCAAAGT 
10 AACAGCAATGAAGTGCTTTCTCTTGGAGTTACAAGTTATTTCACTTGAGTCCGGA 
GATGCAAGTATTCATGATACAGTAGAAAATCTGATCATCCTAGCAAACAACAGTT 
TGTCTTCTAATGGGAATGTAACAGAATCTGGATGCAAAGAATGTGAGGAACTGGA 
GGAAAAAAATATTAAAGAATTTTTGCAGAGTTTTGTACATATTGTCCAAATGTTC 
ATCAACACTTCGGATCCCAGAGGGCCCACAATCAAGCCCTGTCCTCCATGCAAAT 
1 5 GCCCAGCACCTAACCTCTTGGGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCTCCAAAGAT 
CAAGGATGTACTCATGATCTCCCTGAGCCCCATAGTCACATGTGTGGTGGTGGAT 
GTGAGCGAGGATGACCCAGATGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAACGTGGAAG 
TACACACAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACTCTCCGGGT 
GGTCAGTGCCCTCCCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAA 
20 TGCAAGGTCAACAACAAAGACCTCCCAGCGCCCATCGAGAGAACCATCTCAAAAC 
CCAAAGGGTCAGTAAGAGCTCCACAGGTATATGTCTTGCCTCCACCAGAAGAAGA 
GATGACTAAGAAACAGGTCACTCTGACCTGCATGGTCACAGACTTCATGCCTGAA 
GACATTTACGTGGAGTGGACCAACAACGGGAAAACAGAGCTAAACTACAAGAACA 
CTGAACCAGTCCTGGACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTACAGCAAGCTGAGAGT 
25 GGAAAAGAAGAACTGGGTGGAAAGAAATAGCTACTCCTGTTCAGTGGTCCACGAG 
GGTCTGCACAATCACCACACGACTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGGTAAATGAG 
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5 Figur 6 a: 

Nukleinsauresequenz WT-IL-15: 

AACTGGGTGAATGTAATAAGTGATTTGAAAAAAATTGAAGATCTTATTCAATCTA 

TGCATATTGATGCTACTTTATATACGGAAAGTGATGTTCACCCCAGTTGCAAAGT 

10 AACAGCAATGAAGTGCTTTCTCTTGGAGTTACAAGTTATTTCACTTGAGTCCGGA 

GATGCAAGTATTCATGATACAGTAGAAAATCTGATCATCCTAGCAAACAACAGTT 

TGTCTTCTAATGGGAATGTAACAGAATCTGGATGCAAAGAATGTGAGGAACTGGA 

GGAAAAAAATATTAAAGAATTTTTGCAGAGTTTTGTACATATTGTCCAAATGTTC 
ATCAACACTTC 

15 

Figur 6 b: 

Nukleinsauresequenz hlgG 1 : I 

CCCAAATCTGCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCC 
20 TGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGAT 
CTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCT 
GAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAA 
AGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGT 
CCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAA 
25 GCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAG 
AACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGT 
CAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGG 
GAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACT 
CCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCA 
30 GCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTAC 
ACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGAT 
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5 Figur 7: 

Nukleinsauresequenz mIgG2a: 

CCCAGAGGGCCCACAATCAAGCCCTGTCCTCCATGCAAATGCCCAGCACCTAACC 
TCTxGGGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCTCCAAAGATCAAGGATGTACTCAT 
10 GATCTCCCTGAGCCCCATAGTCACATGTGTGGTGGTGGATGTGAGCGAGGATGAC 
CCAGATGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAACGTGGAAGTACACACAGCTCAGA 
CACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACTCTCCGGGTGGTCAGTGCCCTCCC 
CATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAATGCAAGGTCAACAAC 
AAAGACCTCCCAGCGCCCATCGAGAGAACCATCTCAAAACCCAAAGGGTCAGTAA 
15 gagCTCCACAGGTATATGTCTTGCCTCCACCAGAAGAAGAGATGACTAAGAAACA 
GGTCACTCTGACCTGCATGGTCACAGACTTCATGCCTGAAGACATTTACGTGGAG 
TGGACCAACAACGGGAAAACAGAGCTAAACTACAAGAACACTGAACCAGTCCTGG 
ACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTACAGCAAGCTGAGAGTGGAAAAGAAGAACTG 
GGTGGAAAGAAATAGCTACTCCTGTTCAGTGGTCCACGAGGGTCTGCACAATCAC 
20 CACACGACTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGGTAAATGAG 
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5 Figur 8 a: 

Nukleinsauresequenz muriner IgK-Leader: 

ATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCA 
CTGGTGAC 

10 

Figur 8 b: 

Nukleinsauresequenz humaner CD5-Leader: 

15 ATGCCCATGGGGTCTCTGCAACCGCTGGCCACCTTGTACCTGCTGGGGATGCTGG 
TCGCTTCCTGCCTCGGA 

Figur 8 c: 

20 Nukleinsauresequenz humaner CD4-Leader: 

ATGAACCGGGGAGTCCCTTTTAGGCACTTGCTTCTGGTGCTGCAACTGGCGCTCC 
TCCCAGCAGCCACTCAGGGA 

25 

Figur 8 d: 

Nukleinsauresequenz humaner EL-2-Leader: 

ATGTACAGGATGCAACTCCTGTCTTGCATTGCACTAAGTCTTGCACTTGTCACAA 
30 ACAGT 
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5 Figur 9 a: 

Nukleinsauresequenz humaner MCP-Leader: 

ATGAAAGTCTCTGCCGCCCTTCTGTGCCTGCTGCTCATAGCAGCCACCTTCATTC 
CCCAAGGGCTCGCT 

10 

Figur 9 b: 

Nukleinsauresequenz des kurzen nativen humanen EL-15-Leaders: 
15 ATGTCTTCATTTTGGGCTGTTTCAGTGCAGGGCTTCCTAA 



Figur 9 c: 

Nukleinsauresequenz des langen nativen humanen EL-15-Leaders: 

20 

ATGAGAATTTCGAAACCACATTTGAGAAGTATTTCCATCCAGTGCTACTTGTGTT 
TACTTCTAAACAGTCATTTTCTAACTGAAGCTGGCATTCATGTCTTCATTTTGGG 
CTGTTTCAGTGCAGGGCTTCCTAAAACAGAAGCC 
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5 Figur 10: 

Nukleinsauresequenz Igk8 

ATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCA 
CTGGTGACAACTGGGTGAATGTAATAAGTGATTTGAAAAAAATTGAAGATCTTAT 

10 TCAATCTATGCATATTGATGCTACTTTATATACGGAAAGTGATGTTCACCCCAGT 
TGCAAAGTAACAGCAATGAAGTGCTTTCTCTTGGAGTTACAAGTTATTTCACTTG 
AGTCCGGAGATGCAAGTATTCATGATACAGTAGAAAATCTGATCATCCTAGCAAA 
CAACAGTTTGTCTTCTAATGGGAATGTAACAGAATCTGGATGCAAAGAATGTGAG 
GAACTGGAGGAAAAAAATATTAAAGAATTTTTGGACAGTTTTGTACATATTGTCG 

-15 AGATGTTCATCAACACTTCGGATCCCAGAGGGCCCACAATCAAGCCCTGTCCTCC 
ATGCAAATGCCCAGCACCTAACCTCTTGGGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCT 
CCAAAGATCAAGGATGTACTCATGATCTCCCTGAGCCCCATAGTCACATGTGTGG 
TGGTGGATGTGAGCGAGGATGACCCAGATGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAA 
CGTGGAAGTACACACAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACT 

20 CTCCGGGTGGTCAGTGCCCTCCCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGG 
AGTTCAAATGCAAGGTCAACAACAAAGACCTCCCAGCGCCCATCGAGAGAACCAT 
CTCAAAACCCAAAGGGTCAGTAAGAGCTCCACAGGTATATGTCTTGCCTCCACCA 
GAAGAAGAGATGACTAAGAAACAGGTCACTCTGACCTGCATGGTCACAGACTTCA 
TGCCTGAAGACATTTACGTGGAGTGGACCAACAACGGGAAAACAGAGCTAAACTA 

25 CAAGAACACTGAACCAGTCCTGGACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTACAGCAAG 
CTGAGAGTGGAAAAGAAGAACTGGGTGGAAAGAAATAGCTACTCCTGTTCAGTGG 
TCCACGAGGGTCTGCACAATCACCACACGACTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGG 
TAAATGAG 
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5 Figur 11: 

Nukleinsauresequenz 149-Fc 



ATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCAGGTTCCA 
CTGGTGACAACTGGGTGAATGTAATAAGTGATTTGAAAAAAATTGAAGATCTTAT 
LO TCAATCTATGCATATTGATGCTACTTTATATACGGAAAGTGATGTTCACCCCAGT 
TGCAAAGTAACAGCAATGAAGTGCTTTCTCTTGGAGTTACAAGTTATTTCACTTG 
AGTCCGGAGATGCAAGTATTCATGATACAGTAGAAAATCTGATCATCCTAGCAAA 
CAACAGTTTGTCTTCTAATGGGAATGTAACAGAATCTGGATGCAAAGAATGTGAG 
GAACTGGAGGAAAAAAATATTAAAGAATTTTTGGACAGTTTTGTACATATTGTCC 
15 AAATGTTCATCAACACTTCGGATCCCAGAGGGCCCACAATCAAGCCCTGTCCTCC 
ATGCAAATGCCCAGCACCTAACCTCTTGGGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCT 
CCAAAGATCAAGGATGTACTCATGATCTCCCTGAGCCCCATAGTCACATGTGTGG 
TGGTGGATGTGAGCGAGGATGACCCAGATGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAA 
CGTGGAAGTACACACAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACT 
20 CTCCGGGTGGTCAGTGCCCTCCCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGG 
AGTTCAAATGCAAGGTCAACAACAAAGACCTCCCAGCGCCCATCGAGAGAACCAT 
CTCAAAACCCAAAGGGTCAGTAAGAGCTCCACAGGTATATGTCTTGCCTCCACCA 
GAAGAAGAGATGACTAAGAAACAGGTCACTCTGACCTGCATGGTCACAGACTTCA 
TGCCTGAAGACATTTACGTGGAGTGGACCAACAACGGGAAAACAGAGCTAAACTA 
25 CAAGAACACTGAACCAGTCCTGGACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTACAGCAAG 
CTGAGAGTGGAAAAGAAGAACTGGGTGGAAAGAAATAGCTACTCCTGTTCAGTGG 
TCCACGAGGGTCTGCACAATCACCACACGACTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGG 

TAAATGAG 
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5 Figur 12: 

Inhibierende bzw. proliferationsfordernde Wirkung unterschiedlicher Protein- 
Konstrukte auf die EL- 15 vermittelte Proliferation von CTLL-2-Zellen: 
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